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1 .- Introducción
^
Introclucción
La e^loración de nuevas formas de aprovechamiento de la energía
solar por medio de sistemas biológicos se ha enfocado en los últimos años
hacia la explotación comercial de las microalgas; sin embargo, su utilización
por el hombre comenzó hace muchos años. ^ , ^
En un ŝentido amplio y desde el punto de vista biotecnológico, eI
término microalga se refiere a aquellos microorgánismos que contienen
clorofila a y otros pigmentos fotosintéticos, capaces de realizar fotosíntesis
oxigénica. En este contexto, las cianobacterias o algas verde-azules se han
considerado tradicionalmente dentro del grupo (Borowitzka y Borowitzka,
1988c). Por tanto, el término microalga no tiene sentido taxonómico alguno;
dentro del mismo se incluyen organismos con dos tipos celulares distintos:
cianobacterias (procariota) y las restantes microalgas (eucariota) (Rodríguez
y Guerrero, 1992).
Las microalgas eucariotas son microorganismos unicelulares (Dodge,
1973; Berner, 1993) que presentan una enorme variedad en cuanto a forma,
^ tamaño, organización y hábitat; se caracterizan, además, por presentar altas
tasas de reproducción, gran adaptabilidad a diferentes condiciones ambien-
tales (Shelef y Soeder, 1980), un ciclo biológico relativamente breve y una alta
eficiencia fotosintética; son capaces de convertir la energía solar en biomasa
con una eficiencia dos a cinco veces mayor que las plantas superiores
(Thomas et al., 1984). ^
Numerosas investigaciones han puesto de manifiesto el potencial de
las microalgas para la producción de una gran variedad de sustancias de
interés químico, farmacéutico e industrial, además de sus aplicaciones en
la alimentación animal y la purificación de aguas residuales. No obstante, la
característica más importante del cultivo de microalgas es su versatilidad,
posibilitando la integración de diferentes aplicaciones en un único proceso
tecnológico, lo que constituye una ventaja desde el punto de vista económico.
Cultivo y aplicacione5 de D. salina y C. vulgaris en Cuba
^NTECEDENTES H15TÓ1zIC05
Los.hallazgos fósiles revelan que las cianobacterias son los organismos
fotosintéticos oxigénicos más antiguos que existen, probablemente del perío-
do Precámbrico o Arqueozoico, hace aproximadamente tres mil millones de
años. La necesidad primaria que condicionó su utilización por el hombre fue
la de alimentarse, necesidad que estuvo siempre determinada por particula-
ridades geográf cas, socio-culturales y temporales.
A lo largo del tiempo surgieron culturas que se adaptaron al entorno
local, descubriendo, usando y modificando los recursos bióticos. En México,
desde 1524, según las descripciones hechas por Fray Toribio de Benavente
(Richmond, 1988) los aztecas elaboraban unos bizcochos que llamaban
tecuitlatl. Eran comunidades nativas asentadas en los alrededores del lago
Texcoco, donde espontáneamente crecían cianobacterias del género Spirulina
El médico y naturalista español Francisco Hernández en 1521 detalla su
elemental proceso de obtención, que consistía en un secado solar de las tortas
después de la recogida (Tirso y Vadljha, 1988).
En 1940 Dangeard descubre que una población de Africa Central
consumía tortas secas de un alga verde-azul; veinte años después, el botánico
belga Jean Léonard descri^be la forma de obtención de unas tortas similares
preparadas por la tribu Canambú en Kanem, El Chad, llamádas "dié" o"dihé",
destinadas al consumo local y eláboradas a base de Spirulina platensis
(Richmond, 1988; Shubert, 1988; Tirso y Vadljha, 1988).
La utilización de las microalgas por el hombre ha sido amplia,
considerándose incluso muchas de ellas manjares exóticos y otras platos
comunes, fundamentalmente de la cocina oriental. Diferentes especies de
cianobacterias se consumen y comercializan en todo el mundo, siendo su uso
más extendido en países asiáticos; tal es el caso del Nostoc pruriforme o
"lakeplum", plato común en Mongolia, China, Tartaria y los Andes Peruanos
(Aldave-Pajares, 1969). En Japón, por ejemplo, se considera un manjar la
-20-
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microalga Phylloderma sacrum, mientras que las microalgas verdes
filamentosas Oedogonium y Spirogyra se consumen en Burma, Vietnam y la
India (Johnston, 1970).
La primera evidencia científica de la existencia de las microalgas se
remonta a 1830, cuando el científico. francés Dunal constata la presencia de
un alga flagelada pequeña en los pantanos salados de las costas mediterrá-
neas francesas; esta microalga fue descrita posteriormente por Teodoresco
en 1905 y nombrada por éste, en honor a Dunal, Dunaliella salina (Ginzburg,
1987). En 1849, Naegeli describe y nombra otra especie de microalga, a la que
por su color púrpura denomina Porphyridium ilVonshak, 1988), y en 1878
Strasburger utiliza Haematococcus en los primeros estudios sobre fototaxis
(Braune y Ekelund, 1990). Sin embargo, el desarrollo de tecnologías que
permitieron la explotación y utilización racional de las microalgas comenzó
a finales del siglo XIX.
En 1890 el microbiólogo holandés Beijerinck obtuvo por primera vez
cultivos puros de la microalga de agua dulce Chlorella vulgaris; a partir de
entonces se trabajó en la obtención de cultivos con alta densidad celular,
logrado por Otto Warburg en 1919 (Oh-Hama y Miyashi, 1988), quien introdujo,.
además, la idea de utilizar estas suspensiones densas de microalgas como
instrumento en las investigaciones sobre fotosíntesis (Richmond, 1986c;
Fogg, 1988) . En 1912 Kufferath ya había obtenido cultivos puros de Porphyridium,
y en 1935 Vischer publica aspectos fundamentales para el desarrollo de los
cultivos de esta microalga en medio sólido (Vonshak, 1988).
El concepto de producción masiva se establece por primera vez en
1942, durante la Segunda Guerra Mundial, cuando Harder y von Witsch
utilizan Chlorella pyrenoidosay Nitzchiapaleapara la producción de lipidos. Los
primeros cultivos continuos de microalgas habían sido diseñados en 1938 con
el objetivo de cultivar Phaeodactylum tricornutum (Ketchum y Redfield, 1938).
En los primeros años de la década de los 40 surge en Alemania un interés
especial por las diatomeas como fuente de combustible liquido; sin embargo,
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no es hasta finales de esta década que el potencial de las microalgas para su
cultivo masivo atrae la atención de los científicos (Richmond, 1986c).
En 1948, Spoerhr y Milner, después de realizar estudios sobre la
composición química de Chlorella sp., sugieren el uso de las microalgas como
fuente de proteínas debido a la carencia global de éstas. Durante estos años,
en una leprosería venezolana, Jorgensen y Convit comenzaron a concentrar
Chlorella en una charca eutrófica que tenía un bloom constante de esta
microalga; después de cocerla la administraban a los pacientes, comprobando
la mejoría de su estado físico con una ingesta de 21 g día'1 de biomasa seca
(Jorgesen y Convit, 1953); de esta forma se dan los primeros pasos en los
ensayos clínicos con microalgas. Estos trabajos fueron seguidos por diferen-
tes pruebas en humanos sanos, donde Chlorella y Scenedesmus se incorpora-
ron a diferentes concentraciones en la dieta de voluntarios, durante tiempos
preestablecidos, ^destacando los trabajos de Dam et al. (1965), Lee et al. (1967)
y Kofranyi (1978).
En 1952 se celebra el Primer Simposio sobre el Cultivo Masivo de
Algas. Un año después, aparece el primer trabajo publicado que resume los
avances del cultivo de microalgas: "Algal culture from Laboratory to Pilot Plant"
(Burlew, 1953); su principal objetivo era el desarrollo de cultivos de Chlorella
para la producción de alimento.
En 1953, Gummert introduce la idea de utilizar dióxido de carbono
para los cultivos de Chlorella y Scenedesmus (Richmond, 1986c), dando los
primeros pasos para el desarrollo de cultivos autótrofos. Esta idea se transfirió
a Dormund, donde Soeder y sus colaboradores desarrollaban tecnologías
importantes, que se emplean actualmente en los cultivos masivos de
microalgas.
En 1954, Morimura desarrolla productos experimentales usando
Chlorella ellipsoidea, entre los que se incluían polvos verdes para infusiones,
sopas, galletas, panes, helados, pastas y salsas (Kay, 1991); se inicia así el
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interés por la diversificación de aplicaciones dentro del campo alimentario.
Estos trabajos fueron seguidos por los de Gross en 1978, quien investigó la
aceptación de 54 productos de Scenedesinus con 1745 voluntarios (Kay, 1991) .
En la década de los 60 se establecen los fundamentos científicos y
tecnológicos del cultivo de microalgas, en los que se venía trabajando desde
1948. Los pioneros fueron científicos del Instituto Carnegie de California y del
Instituto Tokogawa de Biología de Tokyo (Richmond, 1986c), destacando los
trabajos de Oswald, quien introdujo un nuevo concepto en la producción a gran
escala, sugiriendo la doble función de los cultivos masivos en referencia a su
papel en el tratamiento de aguas residuales, idea que había surgido en la
década de los 50 (De Pauw y De la Noúe, 1988).
En 1960 se desarrolló un sistema de cultivo tipo cascada para cultivos
masivos de Scenedesmus, en Trebon (Checoslovaquia), utilizado posterior-
mente para Chlorella en Bulgaria (Richmond, 1986c). En este mismo año,
Oswald y Golueke desarrollaron sistemas de producción masiva de algas para
la bioconversión de la energía solar en metano. Durante esta década,
comenzaron los trabajos con Dunaliella salina en Rusia, y con su descubri-
miento como fuente natural de (i-caroteno por Massyuk en 1966, aumenta el
interés comercial por las microalgas (Borowitzka y Borowitzka, 1988c). En
estos años se desarrollan, además, sistemas de cultivos cerrados para
misiones espaciales (Nichiporovich et al., 1962; Semenenko et al., 1966),
iniciados en 1959 por Golueke.
En el campo de los cultivos masivos, el gobierno alemán dio un impulso
importante durante los años ?0, apoyando las investigaciones sobre produc-
ción de microalgas en varios países en vías de desarrollo, por lo que se
comenzó a cultivar Scenedesmus en Tailandia, India y Perú, utilizando la
tecnología del sistema Dortmund. En esta década, debido a la profunda crisis
energética, se hizo necesaria la investigación sobre nuevas fuentes de
energía; dentro de éstas, la aplicación biológica de la energía solar atrae gran
interés, en particular, las tecnologías de producción de biomasa algal, ya que
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las algas constituyen un eficiente sistema para su utilización (Benemann et
al., 1977).
En la década .de los 801as investigaciones sobre microalgas tuvieron
un avance significativo y la producción comerçial tiene un buen soporte
tecnológico, por lo que se establecen numerosas industrias. El cultivo de
microalgas se extiende y desarrolla en países como Cuba, Chile y Venezuela.
En 1983 Soeder introduce el término "albazod" para referirse al
material recogido en los sistemas de cultivo destinados al tratamiento de
aguas residuales, que consiste en microalgas, bacterias, zooplancton y
detritus. Continúan los avances tecnológicos en este campo y, aunque las
plantas comerciales por si solas no tienen beneficios económicos probados
(Richmond, 1986c), se valoran por sus importantes beneficios ecológicos,
como punto de partida en el control de la contaminación.
En las últimas décadas el desarrollo tecnológico en cuanto a la
producción de microalgas a gran escala ha sido importante, todo ello vincu-
lado con su incorporación en la alimentación y, más recientemente, en la
industria farmacéutica y cosmética. Especies de microalgas como Chlorella,
Spirulina, Porphyridium, Coelastrum, Scenedesmus y Dunaliella han sido muy
estudiadas, pero son numerosas las especies que hasta hoy se conocen y que
aportan beneficios al hombre.
Desde los inicios de la producción de biomasa algal, mucho se ha
avanzado en cuanto a aplicaciones de los cultivos a gran escala. Actualmente,
se incluyen la producción de alimento, sustancias de interés químico-
farmacéutico e industrial, preparados algales dietéticos y cosméticos, ade-
más de su aplicación en el tratamiento de aguas residuales (Oswald, 1975) y
en acuicultura, donde juegan un importante papel en el desarrollo de cultivos
marinos para la alimentación de moluscos, crustáceos y peces (De Pauw y
Persoone, 1988; Brown y Miller, 1992).
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Debido a la importancia de las microalgas en la alimentación animal
y humana, la utilidad de las sustancias que de ellas se extraen y el desarrollo
tecnológico alcanzado en este área de investigación, han aparecido en
trabajos recientes términos como biotecnología solar (De Pauw y De la Noúe,
1988) y biotecnología algal (Chapman y Gellenbeck, 1989; Borowitzka, 1992a;
Becker, 1994), que en cierta forma reflejan el interés por la evolución
tecnológica alcanzada; ésta es consecuencia lógica de un largo proceso
histórico que comenzó hace millones de años cuando el hombre, espontánea-
mente, empezó a utilizar a las microalgas en su alimentación.
UTILIZACIÓN DE LA9 MICROAL6A5 EN LA INDUSTRIA
MÉDICO-FARMACÉUTICA Y C09MÉTICA
La mayoría de las drogas útiles para el hombre son de origen natural.
Hasta hace algunos años, la fuente primaria eran las plantas terrestres. Sin
embargo, aproximadamente el ?0% del planeta está cubierto por agua, por lo
que muchos organismos acuáticos han sido objeto de estudio y explotación
comercial, fundamentalmente las macroalgas (Hansen et al., 1981), mien-
tras que numerosas especies de microalgas representan hoy un recurso
natural no explotado.
^ Una de las aplicaciones más interesantes de las microalgas es la
relacionada con las sustancias de interés químico-farmacéutico, debida a la
utilidad práctica que éstas encuentran en biomedicina, farmacología,
fitocosmética y en la industria alimentaria.
A partir de diferentes especies de microalgas se extraen sustancias
como vitaminas, pigmentos, alcoholes, aminoácidos, polisacáridos sulfatados,
glicerol, ácidos grasos poliinsaturados, enzimas, extractos acuosos regulado-
res del crecimiento, ceras, biosurfactantes, fosfolipidos, lecitinas, betaínas y
precursores de prostaglandinas, dependiendo de las que sean capaces de
sintetizar. Algunas sustancias poseen efectos terapéuticos como: cicatrizan-
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tes, inmunorreguladores, anticancerígenos, tensorreguladores,
antiinflamatorios, hipocolesterolémicos, entre otros (Becker, 1988;
Borowitzka, 1988; Borowitzka, 1992a).
La extracción de sustancias de interés químico-farmacéutico a partir
de microalgas se remonta a los trabajos de von Esenbeck en 1836, quien
extrajo ficocianina de una cianobacteria (Rowan, 1989); desde entonces los
avances en este campo han sido numerosos.
Diferentes especies de microalgas son fuentes de valiosos productos.
Porphiridium cruentum es importante por su contenido en ficoeritrina, ácido
eicosapentanoico (EPA), superóxido dismutasa (SOD), ácidos grasos
poliinsaturados, polisacáridos sulfatados (Gudin, 1988; Thepenier et al.,
1988), a tocoferol y vitamina K(Borowitzka, 1988).
Spirulina sp. destaca por su alto contenido proteico, en ficocianinas,
vitamina B 12 (cianocobalamina), (3-caroteno (provitamina A), vitamina E,
cantidades significativas de vitaminas del complejo B y ácidos grasos
insaturados esenciales (Keto, 1983), con un alto contenido en y-linolénico
(Richmond, 1988). Se conoce, además, la existencia de una patente de
Kunamoto (1984) en la que se usan extractos acuosos de Spirulinay Scenedesmus
como sustitutos del suero bovino fetal (F$S) en medios de cultivo (Borowitzka,
1988). ^ ^
Dunaliella salina y Dunaliella bardauril son muy valiosas por su alto
contenido en a-caroteno, además de ser fuentes de glicerol y proteína;
aunque estos son los tres productos de mayor interés comercial en estas
microalgas, pueden • incluirse, además, vitaminas, enzimas, como la glicerol
deshidrogenasa, ácidos grasos y reguladores del crecimiento (Borowitzka y
Borowitzka, 1988c; Ben-Amotz y Avron, 1990).
Chlorellapyrenoidosaes productora de ácido L-ascórbico, mientras que
Chlorella sp. y Scenedesmus sp. han sido incorporadas en la alimentación
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como SCP (Single Cell Protein) o proteína de origen unicelular. De ambas se
extrae, además, un factor que estimula el crecimiento y productividad de
levaduras y otros microorganismos (Borowitzka, 1988).
Estas han sido algunas de las especies más citadas por sus beneficios
bien establecidos y el desarrollo alcanzado en sus tecnologías de cultivo, por
lo que su explotación comercial ha sido posible; sin embargo, hay muchas
otras especies valiosas de microalgas, fuentes de productos útiles para el
hombre.
5U5TANCIAS DE INTERÉS QUÍMICO-FARMACÉUTICO
OBTENIDAS A f'A1zTIR DE MICizOALGAS .
EXTRACTOS ACUOSOS. FACTOKES DE CRECIMIENTO
Una de las aplicaciones potenciales de las microalgas a escala
industrial es el uso de sus extractos acuosos en el cultivo de microorganismos
y de tejidos (Borowitzka, 1988).
Por sus cualidades, los extractos pueden ser utilizados como medio de
cultivo en la fermentación a escala industrial, donde las posibilidades de
mercado son amplias, como sustituto dél suero bovino fetal (Borowitzka,
1988), en el cultivo comercial de alevines y en el desarrollo de larvas (De Pauw
y De la Noiie, 1988). Se cita, además, la utilidad de los e^rtractos acuosos de
Chlorella, Scenedesmus, Spirulina y Porphyridium, bien por su acción
antibacteriana in vitro, o por su acción estimulante sobre el crecimiento y
productividad de levaduras y otros microorganismos (Fingerhut et al., 1984;
Borowitzka y Borowitzka, 1988c; De Pauw y De la Noúe, 1988).
El extracto de Scenedesmus obliquus ha sido utilizado para el cultivo de
Rizhobiumjaponicum, con el objetivo de mejorar su rendimiento (Fingerhut et
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al., 1984; Borowitzka, 1988), y como medio de cultivo para estimular el
crecimiento del Lactobacillus sp. (Zielke et al., 1978).
El extracto acuoso de Chlorella vulgaris estimula el crecimiento de
tejidos vegetales y animales (Borowitzka, 1988). Inyectado o administrado de
forma oral a aiiimales de laboratorio, aumenta su resistencia a infecciones
bacterianas y a procesos tumorales (Hasegawa, 1990; Tanaka, 1990). Se ha
estudiado, además, su actividad como modificador de la respuesta biológica
en la protección de ratas contra el efecto letal del citomegalovirus murino
(MCM^ (Ibusuki y Minamishima, 1990). Recientemente, se cita su papel en
la formación de linfocitos polimorfonucleares, la regeneración celular en
médula y bazo, y la acumulación de leucocitos en la sangre periférica y en la
cavidad peritoneal, por lo que se considera un potente modificador de la
respuesta inmune (Tanaka, 1990). Por otra parte, los extractos acuosos de
Chlorella y Spirulina restablecen de forma significativa la actividad de la
colinesterasa, por lo que, de forma general, se puede hablar de su papel en la
reactivación de enzimas en humanos (Matsueda et al., 1976).
Los extractos acuosos de microalgas han mostrado actividad estimu-
lante sobre el crecimiento de plantas superiores, lo que puede deberse, en
parte, a la presencia de auxinas, giberelinas, citoquininas u otras hormonas
(Burkiewicz, 198?), aunque se discute la participación de un compuesto
nattiral liberador de etileno, el ácido carboxílico 1-aminociclopropanoico,
como responsable de algunos de estos efectos (Borowitzka, 1988).
P1t;MENTOS: DISTRIBUGIÓN Y APLIGAGIONES
Los pigmentos son moléculas orgánicas de mucha utilidad en la
industria alimentaria, química y farmacéutica, así como en biomedicina,
cosmetología y acuicultura.
Las algas contienen los tres grupos de pigmentos fotosintéticos
mayoritarios: clorofilas, que absorben luz azul y roja; carotenoides, que
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absorben en la región del verde y el azul; y ficobilinas, que absorben luz verde,
amarilla y anaranjada. Por medio de estos pigmentos, que aparecen asocia-
dos a proteínas en el cloroplasto, se lleva a cabo la absorción de la luz en toda
la zona del espectro visible y gracias a ellos se realiza la. fotosíntesis.
Ademáŝ de la importancia fisiológica y el papel que juegan lo ŝ
pigmentos en la vida de los organismos fotosintéticos, éstos constituyen
valiosos productos al servicio de las necesidades del hombre. Se puede citar
la utilización de las ficoeritrinas como colorante fluorescente en
inmunoensayo (Stryer et al., 1985), de las ficocianinas en fitocosmética,
además de su amplio uso como moduladores de la respuesta inmune (Ijima
^et al., 1982). Es bien conocido el uso de diferentes carotenoides como
colorantes alimentarios (Borowitzka, 1988), implicados en la calidad de
productos de origen animal, así como la utilización de derivados de la clorofila
en la conservación de alimentos y como aditivos en diferentes preparaciones
farmacéuticas y cosméticas.
CLOROFILA5 YDERIVAD05
La clorofila es el pigmento lipofílico predominante en vegetales,
responsable de la fotosíntesis; debe su nombre a Pelletier y Caventon,
quienes la^aislaron eri 181? (Hall y Rao, 1994). Por su importancia para los
sistemas vivientes, pertenece al grupo de metalo-tetrapirroles denominados
pigmentos de la vida (Rúdiger y Schoch, 1988).
En las algas, la contribución pigmentaria al peso seco es de un 0.5-5%
(Brown et al., 1989), aunque hay autores que citan un contenido superior al
5% (Becker, 1988), siendo la clorofila el pigmento mayoritario.
Esencialmente pueden definirse cinco tipos de clorofilas algales:
clorofila a, pigmento fotosintético primario, presente en todos los organismos
fotosintéticos oxigénicos (Rúdiger y Schoch, 1988); clorofila b(Chlorophyta,
Euglenophyta y Prochlorophyta) (Liaaen-Jensen, 1977; Rúdiger y Schoch,
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1988); clorofilas cl, c2 y c3 (Chrysophyta, Pyrrophytay Phaeophyta) (Rúdigery
Schoch,1988; Brown etal.,1989; FookesyJeffrey,1989); clorofilad (Rodophyta)
(Rúdiger y Schoch, 1988), y la RCI (centro de reacción del PSI) ó P 700
(Chlorophyta, Cyanophyta y Proclorophyta) (Rúdiger y Schoch, 1988); además
de las bacterioclorofilas de bacterias fotosintéticas anoxigénicas verdes y
púrpuras.
El número de estructuras conocidas de la clorofila se ha incrementado
durante los últimos años. En 1960 se conocían tres, en 1970 veinte y en 1980
más de cien, clasificándose de forma general en tres grupos: porfirinas,
dihidroporfirinas (clorinas) y tetrahidroporfirinas (bacterioclorinas).
La clorofila a, en función de las proteínas a las que se encuentre unida
de forma no covalente in vivo, tiene diferentes máximos de absorción en el rojo
del espectro; se denomina por tanto, clorofila a 660, 670, 680, 685, 690, 700 ó 720.
Las más fluorescentes son las que absorben entre 650-680 nm, constituyen-
do predominantemente los pigmentos antena del fotosistema (PS) II (De la
Rosa et al., 1990).
En algas no se puede definir una sola ruta de síntesis para las
clorofilas. En cianobacterias y en el alga eucariótica Cyanidium caldarium
parece ser que la única ruta es la C5, pero en Scenedesmus obliquus y Euglena
gracilis operan tanto la ruta C5 como la de Shemin, es decir, a partir de glicina
y succinil CoA. En este caso, se discute la compartimentación de las rutas de
síntesis: Shemin en mitocondria para el grupo hemo y C5 en el cloroplasto
para la clorofila a(Rúdiger y Schoch, 1988).
La síntesis de clorofilas depende de la concentración de carbono y la
intensidad de la luz de forma lineal (Maloney et al., 1989), además de la
concentración y fuente de nitrógeno (Piorreck et al., 1984).
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La clorofila, reconocida como principio colorante vegetal (Cook y
Martin, 1953), no sólo es inocua, sino que es útil desde el punto de vista
industrial en el campo alimentario, farmacéutico y cosmético.
En el campo de aplicaciones de las microalgas, se conoce la existencia
de un preparado férrico en alcohol absoluto, elaborado a partir de clorofila
obtenida de Spirulina sp., patentado como un poderoso desodorante (Yamaguchi,
1981).
CAROTEN05 YXANTOFILAS
Los carotenoides son pigmentos isoprenoides poliénicos muy
hidrofóbicos, derivados del licopeno. En contraste con las plantas superiores,
numerosas especies de algas, exceptuando la mayoría de las cloroficeas,
acumulan en el cloroplasto una gran variedad de carotenoides, característi-
cos e inusuales (Goodwin y Britton, 1988).
Las xantofilas, por su parte, son también muy diversas y sus caracte-
risticas dependen de la naturaleza del caroteno que les de origen (epoxi, ceto
o hidroxi), ya que no son más que derivados oxigenados de estos pigmentos
(Benemann y Weissman, 1984).
Las Chlorophyta generalmente contienen los mismos carotenoides
mayoritarios que las plantas superiores: a-caroteno, (i-caroteno, luteína,
neoxantina y los componentes del ciclo de las xantofilas: violaxantina,
zeaxantina y anteraxantina (Rowan, 1989); sin embargo, algunas especies
acumulan xantofilas inusuales como la loroxantina o pyrenoxantina (Chlorella
pyrenoidosa), fritschiellaxantina (Fritschiella tuberosa) y sifonaxantina
(Goodwin y Britton, 1988).
Bajo condiciones de estrés, especialmente déficit de nitrógeno, mu-
chas especies de algas verdes se tornan rojas o anaranjadas debido a la
formación de grandes cantidades de (i-caroteno o combinaciones de sus
-31-
Cultivo y aplicaciones c!e D. salina y C. vulgaris en Cuba
cetoderivados: equinenona, hidroxiequinenona, cantaxantina,
hidroxicantaxantina y astaxantina. Estos carotenoides secundarios se acu-
mulan fuera del cloroplasto en forma de gotas (glóbulos) liposolubles, o bien en
la pared celular, asociados con la esporopolenina, un polímero estructural del
cual pudieran ser precursores (Britton, 1988), como en el caso del alga verde
Spongiochloris typica, durante la senescencia y formación de quistes
(Borowitzka, 1988). Haematococcus pluvialis acumula astaxantina fuera del
cloroplasto, en la región perinuclear de la aplanospora (Borowitzka, 1992b);
sin embargo, .Dunaliella bardauril acumula grandes cantidades de a-caroteno
en condiciones de alta salinidad e irradiación (Ben-Amotz y Avron, 1983a;
Ben-Amotz y Avron, 1983b; Goodwin y Britton, 1988) en la periferia del
cloroplasto.
La luteína, cantaxantina (Benemann y Weissman, 1984), astaxantina
y zeaxantina, son xantofilas que se utilizan fundamentalmente como colo-
rantes alimentarios; su efecto sobre la pigmentación de la piel y de la yema
del huevo es bien conocido (Marusich y Bauerfeind, 1981). A pesar de la baja
concentración de luteína en la biomasa de Dunaliella bardauril, con una
proporción R-caroteno: luteína (15:1), se ha encontrado que en la yema del
huevo y en el suero de los animales alimentados con dietas suplementadas
con biomasa de esta microalga, sólo hay luteína y no a-caroteno (Ben-Amotz
et al., 1986), ya que éste se acumula preferencialmente en hígado, riñones,
tejido adiposo y corazón (Mokady, 1992).
Chlorella pyrenoidosa, bajo condiciones heterotróficas, en la oscuri-
dad, acumula gran cantidad de luteína, según la patente de Farrow y
Tabenkin (1966) (Borowitzka, 1988), al igual que Dunaliella salina, en condi-
ciones de alta irradiación o hipersalinidad (Cowan et al., 1995).
Sin embargo, de todos los carotenoides mencionados es el a-caroteno,
específicamente el isómero 9-cis, el de mayor importancia en la industria
médico- farmacéutica y cosmética.
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El posible papel del (i-caroteno en la prevención de la carcinogénesis
ha sido ampliamente estudiado. Aunque su mecanismo de acción específico
es desconocido se sabe que, de forma éxperimental, inhibe el cáncer oral
(Schwartz et al.,^ 1988). Asimismo, actúa de forma positiva sobre la reprodu ĉ-
ción y el desarrollo corporal .(Nagasawa et al., 1989), es importante para la
visión (Mathews y Van Holde, 1990), es un potente captador de radicales
libres, agente antioxidante y elimina oxigenos en singlete, además de su
acción biológica como provitamina A(Mokady, 1992).
El alga unicelular Dunaliella salina es especialmente rica en a-
caroteno cuando se cultiva en condiciones especiales de luz, salinidad y
concentración de nitrógeno; ofreciendo una mezcla ideal de isómeros 9-cis y
todo-trans. Estos isómeros tienen propiedades diferentes; e19-cis sirve como
solvente del todo-trans, por lo que al estar juntos, aumenta su biodisponibilidad
(Mokady, 1992), ya que el todo-trans cristaliza con facilidad.
Bajo condiciones apropiadas de cultivo Dunaliella salina acumula
hasta más del 10% de su peso seco de a-caroteno, en forma de glóbulos lipoides
en la región periférica del cloroplasto (Ben-Amotz y Shaish, 1992); éste es
hasta el momento, el mayor valor encontrado en comparación con otras algas,
plantás y microorganismos (Ben-Amotz y Shaish, 1992).
EFECT05 DE LA5 CONDICIONES AMBIENTA^LES ^
50BRE L05 CU LTIV05 DE M ICl^OALCAS
En el cultivo de microalgas, el rendimiento depende de factores como
la viabilidad y concentración celular, el suministro de nutrientes, el control
de parámetros fisico-químicos como el pH, la salinidad y la temperatura; las
condiciones de iluminación y la disponibilidad de la luz; ésta constituye un
factor fundamental tanto por sus efectos como por sus interacciones con otros
parámetros. ^
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LUZ
. La^ palabra luz, en el lenguaje común, se refiere a la radiación del
segmento del espeçtro electromagnético para el cual el ojo humano es
sensible.
Desde los tiempos de Newton se conoce que la luz blanca puede ser
separada dentro de un espectro y que la porción visible de éste va desde el
violeta (380 nm) al rojo lejano (750 nm).
Aunque la energía radiante del sol se representa por un espectro
electromagnético completo, la atmósfera de la tierra sólo permite el paso de
parte del infrarrojo, el ultravioleta y todo el visible. Por lo que, aunque el flujo
de radiación solar sobre lá tierra es de aproximadamente 1755 x 1014 W, la
energía total recibida cada año es de 3-5.53 x 1024J (1017 W); siendo la
intensidad y distribución espectral funciones de la emisión característica y
de la distancia tierra-sol (De la Rosa et al., 1990; Kirk, 1994b).
En los sistemas acuáticos, la captura de la energía luminosa es el
factor primario que controla la productividad (Geider y Osborne, 1992; Hall y
Rao, 1994). La mayoría de las microalgas viven en ambientes acuáticos donde
la luz se atenúa exponencialmente con la profundidad de acuerdo con la ley
de Lambert-Beer:
Id = Io e-ka
d es la profundidad, Io la radiación incidente en la superficie del agua,
Id la densidad del flujo fotónico a la profundidad d, y k el coeficiente de
extinción (Richardson et al., 1983; Kirk, 1994b).
Además de esta atenuación, el agua filtra de forma selectiva la luz
incidente; por tanto, la composición espectral de la luz que penetra varía con
la profundidad en dependencia del tipo de agua (Richardson et a1.,1983). El rojo
lejano y el rojo del espectro visible (> 600 nm) no se detectan prácticamente
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a partir de los 10 m(Richardson et al., 1983); a más de 100 m, el flujo radiante
de 400 nm es muy débil, y por debajo de esta longitud de onda es inaparente;
sin embargo, permite que se lleve a cabo la fotosíntesis (Klein, 1992).
El agua pura absorbe sólo débilmente en la región del azul y el verde
del espectro; la absorción comienza a ser mayor a longitudes ^ de onda
superiores a los 550 nm y muy significativa en la región del rojo, al final del
espectro visible (Kirk, 1992). Una capa de 1 m de grosor de agua pura puede
absorber aproximadamente el 35% de la luz incidente con una longitud de
onda de 680 nm, lo que aumenta ligeramente con la temperatura. En los
cultivos de microalgas a gran escala, la pelicula de agua no alcanza nunca
esta profundidad, por lo que este efecto no tiene una incidencia significativa
en la productividad.
La cantidad de luz utilizada por las microalgas en el medio acuático no
sólo depende de la cantidad total de pigmentos fotosintéticos presentes, sino
también del tamaño y distribución de las células algales. La densidad algal
influye en la disponibilidad de la luz, puesto que las características del campo
de luz dentro del agua están determinadas, en parte, por las propiedades de
absorción y dispersión de las microalgas en sí.
De forma general, se puede decir que la luz influye de un modo u otro
en función de su composición espectral, intensidad y periodicidad.
FUENTES DE L UZ
La disponibilidad de la luz es el factor principal que influye sobre la
productividad de los cultivos cuando los demás factores están dentro de los
limites razonables (Abalde et al., 1995).
La luz utilizada para los cultivos de microalgas puede ser natural o
artificial. El uso de la luz natural ofrece la ventaja de que no supone gasto
energético alguno, lo que abarata el proceso de obtención de biomasa a partir
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de cultivos a gran escala. Su inconveniente es que no permite el control de
la intensidad ni el fotoperíodo, .por lo que las fluctuaciones diarias, estacionales
y las condiciones climatológicas afectan notablemente a los cultivos; sólo se
pueden registrar datos útiles en estaciones actinométricas que, en última
instancia, permiten explicar cualquier cambio en la composición bioquímica
de las células en cultivo; o bien manipular indirectamente, ajustando la
densidad.celular, la profundidad o la dilución del cultivo (Ben-Amotz, 1995).
La utilización de la luz natural limita desde el punto de vista econó-
mico el desarrollo de cultivos a gran escala, en aquellos lugares donde las
condiciones climáticas son variables o no son favorables la mayor parte del
año, en lo que se refiere, fundamentalmente, a la iluminación, temperatura,
precipitaciones, evaporación, viento, nubosidad y humedad relativa, ya que
éstas son el factor más importante a tener en cuenta para el diseño de
sistemas de cultivo a cielo abierto (Oswald, 1988).
La iluminación artificial permite el control tanto de la intensidad
como de la composición espectral de la luz en los cultivos, pero supone un
gasto energético considerable (Abalde et al., 1995); generalmente, se usa en
el cultivo de microalgas a nivel de laboratorio, en fotobiorreactores o en
cultivos a^ menor escala, en lugares donde la intensidad de luz no es la
adecuada durante todo el año, o dondé las condiciones climáticas no^ son
favorables; está generalizada en el desarrollo^y mantenimiento de inóculos.
El uso de luz artificial implica la necesidad de sistemas de refrigera-
ción debido a la generación de calor (Abalde et al., 1995), lo que encarece aún
más el cultivo. Su aplicación en cultivos a gran escala sólo puede justificarse
si el precio del producto final por gramo de alga, es mucho mayor que el coste
de producción.
Las fuentes de luz artificial tienen espectros de emisión que difieren
bastante del espectro solar, excepto las lámparas True Light (Duro Light), con
un espectro total prácticamente idéntico, pero de menor intensidad. Las
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lámparas fluorescentes tubulares (Daylight, Cool-White y Gro-lux), con máxi-
mas emisiones en el rojo y el azul, son las más utilizadas para la iluminación
de cultivos interiores en cámaras con temperatura controlada, ya que son las
que emiten menos calor y permiten tasas máximas de crecimiento y división
(Abalde et al., 1995).
Con el aumento de la densidad celular de los cultivos, independiente-
mente de la fuente de luz, la disponibilidad de ésta por célula decrece, por lo
que la razón de crecimiento específico también disminuye (Raven y Geider,
1988); de aquí que sea importante el diseño de sistemas de cultivo donde otros
factores no contribuyan a afectar su disponibilidad, como es el caso de la
profundidad y el tiempo de residencia de las células en suspensión, en los
cultivos a gran escala.
EFECT05 DE LA INTEN5IDAD DE LA LUZ.
FOTOACLIMATACIÓN
El término aclimatación, más que adaptación, se usa para definir los
ajustes que puede hacer un organismo como respuesta al medio ambiente,
dentro de los limites de su genoma, mientras que si hay alteraciones
genómicas es más preciso usar el término adaptación (Ramus, 1981); sin
embargo, con frecuencia ambos términos ŝe usan indistintamente y sólo se
distinguen en algunos trabajos de los últimos años (Algarra y Riidiger, 1993).
La mayoría de los organismos fotosintéticos ajustan su contenido
pigmentario como respuesta a los cambios de irradiación, con el propósito de
optimizar la utilización de la luz para la fotosíntesis, fenómeno que ha sido
denominado fotoaclimatación (Sukenik et al., 1990). Sin embargo, se sugiere
que los fenómenos pueden ser a nivel morfológico (volumen celular) o
fisiológico (fotosíntesis y velocidad de crecimiento) (Algarra y Rúdiger, 1993).
La fotoaclimatación además de ser importante desde el punto de vista
fisiológico y ecológico, es fundamental para el crecimiento y supervivencia de
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las algas (Levy y Gantt, 1988), y debe tenerse en cuenta para el desarrollo de
cultivos masivos; ésta se relaciona con la intensidad de la luz, que tiene
también un efecto marcado sobre la composición bioquímica de las microalgas.
Existen especies como Dunaliella salina, que multiplican su potencial
como respuesta a la fotoaclimatación a altas irradiaciones, aumentando
considerablemente su contenido de .(3-caroteno, que es precisamente el
metabolito de mayor interés comercial de esta microalga (Borowitzka, 1988a;
Ben-AmotzyAvron,1989a; Ben-AmotzyAvron,1989b; Ben-Amotz etal.,1989).
Sin embargo, existen considerables variaciones en los mecanismos de
fotoaclimatación entre las diferentes especies de microalgas (Levy y Gantt,
1988).
En relación con la intensidad de la luz, Soeder y Stengel distinguen dos
tipos de reacciones de adaptación luz-sombra. La más usual, tipo Chlorella, se
caracteriza por una relación inversa entre la intensidad de la luz a la que se
expone el alga y el contenido de clorofila a, acompañada fundamentalmente ^
por cambios en la concentración pigmentaria. El metabolismo de la clorofila
es muy dinámico, los cambios en el contenido pigmentario ocurren en un
tiempo relativamente corto y pueden estar parcialmente compensados por
cambios en la intensidad de la luz, mediante la optimización de la habilidad
de las células para captar la luz disponible. El otro patrón de adaptación es el
tipo ^ Cyclotella, en el que hay una relación inversa entre la intenŝidad de la
luzy las actividades o concentraciones de los enzimas fotosintéticos (Richmond,
1986a).
Por otra parte, Falkowsky y Owens definen dos estrategias de adapta-
ción luz-sombra para las microalgas marinas: en las diatomeas (Skeletonema
costatum), la adaptación se caracteriza por cambios en el tamaño, y no en el
número, de las unidades P ^oo; la estrategia de Skeletonema costatum es más
efectiva a intensidades de luz por debajo de la de saturación. En algas
cloroficeas (1?unaliella tertiolecta), la totalidad de los cambios en el contenido
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de clorofila están relacionados con el número y no con el tamaño de las
unidades P ^oo (Richmond, 1986a).
^ La fotoaclimatación no sólo se relaciona con las intensidades de luz;
también existe una ^ fotoadaptación cromática, en la que las algas producen
pigmentos que tienen máximos de absorción a las longitudes de onda que^
prevalecen, según el tipo de luz (Gantt, 1990). ^
EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA 50BRE LA
COMf'051CIÓN BIOQUÍMICA Y EL CizECIMIENTO
^ Las primeras observaciones del efecto de la composición espectral de
la luz sobre procesos fisiológicos se remontan a 1882, cuando Berthold
encontró diferencias en la coloración de algas rojas del Golfo de Nápoles, que
eran más o menos rojas o azules en función de la profundidad del agua (Klein,
1992). En 1883 Englemann atribuyó estos cambios a la variación en la
concentración de ficobilinas, y concluyó que las macroalgas eran capaces de
alterar su composición pigmentaria con el propósito de absorber de forma más
eficiente la luz disponible; sin embargo, en 1892 Oltmans refuta esta teoría,
concluyendo que las algas crecían a diferentes profundidades debido total-
mente a la intensidad de la luz, y que la adaptación cromática no tenía mucho
significado ^a nivel ecológico o carecía de importancia; esto contribuyó a que
Englemann y Gaidukov llevaran a cabo una serie de experimentos ^n los que
exponían las algas a lámparas de diferentes colores, corroborando en 1902
que como respuesta a estos cambios de luz, había una adaptación cromática
en la cianobacteria Oscillatoria sancta. En 1923 Hárder concluye que tanto la
intensidad como la longitud de onda son factores que determinan la distribu-
ción vertical de algas bentónicas (Klein, 1992); sin embargo, hay evidencias
fisiológicas que demuestran que los cambios en la composición pigmentaria,
relacionados con la profundidad de las aguas, son más una adaptación a bajos
niveles de irradiación que a la composición espectral de la luz (Crossett et al.,
1965; Ramus, 1983).
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En el entorno acuático natural la irradiación y la longitud de onda
cambian drásticamente con la profundidad (Kirk,1994). En las aguas oceánicas
la luz azul predomina en las profundidades, mientras que en las aguas
costeras predomina la región verde-naranja del espectro (Kirk,1994; Anderson,
1986). El ensombrecimiento de las profundidades viene acompañado de un
descenso del rojo lejano, un incremento del rojo y del azul en aguas oceánicas,
y del verde en aguas costeras (Larkum y Barret, 1983; Dring, 1987).
La longitud de onda puede alterar procesos como: asimilación de
nitrato o amonio (López-Figueroa, 1993), síntesis de ADN, ARN y pigmentos;
fotosíntesis, crecimiento, actividad enzimática y producción de metabolitos
en genéral. Las respuestas pueden estar vinculadas con la orientación, el
metabolismo o el desarrollo vegetativo (Dring, 1988; Lúning, 1992; Rúdiger y
López-Figueroa, 1992; Schmid y Dring, 1992).
Las algas tienen un sistema pigmentario que les permite utilizar la
energía lumínica en todo el espectro visible y regular la concentración de
pigmentos en función de la intensidad y la composición espectral de la luz
natural. Desde los trabajos de Emerson y Lewis en 1943, se ha demostrado que
la luz azul y azul mezclada con verde influyen sobre la composición pigmentaria
y la fotosíntesis en microalgas (Kirk, 1994).
La acumulación de compuestos de nitrógeno y carbonto dependen de la
calidad de la luz. Generalmente, el metabolismo del carbono se ve estimulado
por la luz roja (acumulación de polisacáridos de la pared celular) y el del
nitrógeno por la luz azul (acumulación de biliproteínas) (Torres et al., 1995).
La luz verde parece estimular la síntesis de ficoeritrina en Porphyra umbilicalis,
Corallina elongatay Plocamium cartilagineum (López-Figueroa, 1991; Rúdiger y
López-Figueroa, 1992) y la síntesis de peridina en el alga Prorocentrum (Klein,
1992).
En muchos trabajos se citan los efectos fotorreversibles de la luz roja
y el rojo lejano. Un pulso de luz roja seguido de oscuridad es suficiente para
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producir un descenso en el ARNm; mientras que si en lugar de oscuridad se
da un^ pulso de rojo lejano, este efecto no se observa (Castelfranco y Beale,
1983).
FOTOpEKÍODO
El control de procesos biológicos por la longitud del día tiene numero-
sas ventajas ecológicas (Háder y Tevini, 1987).
En condiciones naturales las microalgas están sometidas a un ciclo
de luz: oscuridad que se establece, generalmente, en los cultivos a nivel de
laboratorio; éste puede ser el factor cíclico ambiental más importante en la
mayoría de los sistemas (Abalde et al., 1995).
Muchos aspectos de la fisiología microalgal varían en un ciclo de 24
horas. Las tasas de absorción de nutrientes están influenciadas por el
fotoperíodo, siendo mayores durante el día; la capacidad fotosintética también
está influenciada por este fenómeno, observándose las tasas máximas por las
mañanas y mínimas al anochecer; el fotoperíodo favorece además la
sincronización de los cultivos y respecto a la bioluminiscencia, en las.
especies que la poseen (dinoflagelados), se detectan picos nocturnos (Sournia,
1974).
Se han séguido diseños experimentales con fotoperíodos muy breves;
los pulsos de luz han sido desde 5 min (López-Figueroa y Niell, 1989; López-
Figueroa, 1991) hasta de menos de 1 s, incluso de 200 Ns (Klockare y
Hemming, 1984); así como la combinación de pulsos de luz cortos con largos
períodos de oscuridad (Terry, 1986), sugiriéndose que la tasa de fotosíntesis
puede aumentar en estas condiciones. La luz continua también ha sido
utilizada en condiciones experimentales (Toro, 1989). De cualquier forma, el
fotoperíodo, en condiciones de experimentación, depende del alga en estudio
y los objetivos de la experiencia en cuestión.
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INTERACCIÓN DE OTiz05 FACTORES AMBIENTALES CON LA LUZ
CONCENTRACIÓN DE NITRÓGENO
Entre los diferentes componentes del medio de cultivo, la fuente y.
concentración de nitrógeno determinan en gran medida los cambios en el
crecimiento y composición bioquímica de una especie microalgal, influyendo
fundamentalmente, sobre el contenido proteico y de la fracción lipídica
(Cohen, 1986; Fábregas et al., 1989a; Fábregas et al., 1989b; Sriharan et al.,
1989).
Un factor importante en la preparación de un medio de cultivo para
microalgas es la forma en la cual el nitrógeno es suministrado. Generalmen-
te, las microalgas son capaces de utilizar nitrato, amonio o urea. Por su
toxicidad a altas concentraciones, el nitrito es menos conveniente como
fuente de nitrógeno (Kaplan et al., 1986a; Becker, 1994); éste tiene, además,
un efecto negativo sobre la productividad de los cultivos de algunas especies
de microalgas (Fidalgo, 1995). Aunque los resultados de algunos estudios
sugieren que, en la práctica, el amonio o la urea son las fuentes de nitrógeno
preferidas por las microalgas (Syrett, 1987), el crecimiento de algunas
especies en medios con amonio conlleva a un rápido descenso del pH a valores
extremadamente ácidos, por lo que llega a ser tóxico para las células en
cultivo (Becker, 1994). Por otra parte, algunas especies de microalgas son
incapaces de crecer con urea, que es la fuente de nitrógeno más utilizada en
los cultivos a gran escala (Becker, 1994). Sin embargo, en la mayoría de los
casos, utilizando nitrato, se alcanza la misma velocidad de crecimiento que
si se utilizan amonio o urea (Becker, 1994), siendo el nitrato la fuente más
importante frecuentemente disponible en medios naturales (Syrett, 1981).
De forma general, en la naturaleza, las microalgas rara vez disponen de
abundante concentración de nitrógeno, lo que ha inducido a la explotación
eficiente de cualquier fuente potencialmente disponible sin cambios apre-
ciables en las tasas de crecimiento (Ginzburg, 1987).
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Figura 1. Asimilación reductora del nitrógeno inorgánico en microalgas.
Por otra parte, hay evidencias de que, en ocasiones, las poblaciones
microalgales disponen de varias fuentes de nitrógeno en el medio natural; en
tal situación éstas asimilan preferencialmente el amonio (McCarthy et al.,
1977). No obstante, hay casos en que el nitrato y el amonio son asimilados de
forma simultánea (Maestrini et al., 1982). Aunque éstas son las fuentes de
nitrógeno más comunes, existen especies capaces de utilizar el ácido úrico,
el glutámico o el aspártico (Ginzburg, 1987).
En microalgas el proceso de asimilación reductora del nitrato en
aminoácidos puede considerarse un proceso fotodependiente (Losada et al.,
1987), ya que utiliza directa o indirectamente gran parte del poder reductor
generado en el cloroplasto (Maldonado y Aparicio, 1987). Este proceso consta
de dos pasos fundamentales: la incorporación del nitrato a partir del medio,
y su reducción intracelular, catalizada por la nitrato reductasa (NR) y la nitrito
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reductasa (NiR) (Syrett,1987). El amonio es incorporado al esqueleto carbonado
por acción de la glutamina sintetasa (GS) y de la glutamato sintasa (GOGAT)
^(Guerrero et al., 1981; Huppe y Turpin, 1994) (Fig. 1).
La luz estimula la incorporación y asimilación de nitrógeno inorgáni-
co en microalgas, probablemente por fotorreducción directa del compuesto de
nitrógeno, afectando la reducción del nitrito (Thomas et al., 1976), o bien
mediante el suministro de ATP vía fotofosforilación (Tischner y Lorenzen,
1979); otra vía puede ser a través de la producción fotosintética de compuestos
de carbono para aceptar el nitrógeno reducido; esta vía indirecta se apoya en
el hecho de que para obtener las tasas máximas de incorporación de nitrato
se necesita tanto luz como C02 (Grant, 1968).
La asimilación de nitrato y nitrito por las microalgas está regulada a
tres niveles: la actividad y capacidad de los sistemas de transporte; la
actividad de la NR y la NiR, enzimas fuertemente reguladas por las condicio-
nes de luz y la concentración de nitrógeno celular; y la concentración de estos
enzimas en la célula (Fernández y Cárdenas, 1989).
TEMPERATURA
La saturación de la luz en la fotosíntesis está influenciada por factores
como la concentración de nutrientes, la composición química y, particular-
mente, por la temperatura.
Un aspecto importante de la interacción luz-temperatura es que la
temperatura óptima para la fotosíntesis aumenta proporcionalmente con la
intensidad de la luz (Richmond, 1986a), por lo que para cada temperatura hay
una intensidad específ ca a la cual se logra la máxima velocidad fotosintética.
En la producción de biomasa algal a gran escala, el efecto de estos dos
factores ambientales es fundamental, puesto que al ser los más dificiles de
controlar representan la mayor limitación práctica para la producción. En los
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sistemas de cultivo a cielo abierto es raro que las limitaciones del crecimien-
to se manifiesten por uno de estos factores de forma individual. Usualmente,
tanto el crecimiento como la productividad están gobernados por la interacción
entre ambos (Richmond, 1986b). En cli^mas tropicales existe una temperatura
ideal para el desarrollo de sistemas de cultivo a cielo abierto; sin embargo, un
problema que ocurre a menudo es que aumenta la nubosidad, por lo que se
atentía la disponibilidad de luz, mientras que la temperatura permanece alta.
En este caso, la respiración nocturna ocurre a una velocidad proporcional a
la temperatura, prácticamente igual a la de síntesis celular, por lo que la
productividad neta por unidad de área y tiempo, disminuye (Oswald, 1988);
este fenómeno es llamado respiración intensiva (Hall, 1986).
SALINIDAD
La concentración de sales inorgánicas disueltas afecta el crecimien-
to de las microalgas en función de la actividad osmótica, que a su vez varía
según la especie. Existen microalgas que sólo toleran concentraciones
milimolares, mientras que otras se desarrollan en soluciones salinas satu-
radas.
La intensidad de la luz tiene un efecto marcado sobre la adaptación de
algunas especies de microalgas verdes a altas concentraciones salinas. Los
niveles de irradiación necesarios para llevar a cabo procesos como la división
celular y la síntesis proteica son mayores a medida que aumenta la salinidad
del medio (Ginzburg y Ginsburg, 1993).
El efecto de la salinidad está influenciado también por otros parámetros
como: temperatura, fuente de nitrógeno y concentración de uutrientes
(Terlizzi y Karlander, 1980; Fábregas et al., 1984; Fábregas et al., 1985a;
Fábregas et al., 1986; Booth y Beardall, 1991).
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2.- Objetivo
^
Objetivo
Las microalgas Dunalie^la^ salina TEODORE5C0 y.Chlorella^ vulgaris
BEIJERINCK fueron elegidas para este estudio debido a los productos de interés
químico-farmacéutico e industrial que de ellas se obtienen.
En el Centro de Investigaciones de Energía Solar (Cuba), se desarro-
llan sistemas de cultivo a gran escala de estas microalgas; la biomasa
recogida se procesa en una planta piloto polivalente con el objetivo de obtener
R-caroteno a partir de Dunaliella salina y, en el caso de Chlorella vulgaris, la
biomasa seca se utiliza para la elaboración de tabletas.
La biomasa de Chlorella vulgaris que se destina a la fabricación de
tabletas es previamente despigmentada, por lo que el extracto alcohólico de
pigmentos es un subproducto del proceso tecnológico. Con el objetivo de darle
utilidad a este subproducto se estudia su posible utilización como materia
prima en la obtención de un extracto hidroalcohólico con propiedades desin-
fectantes y antisépticas.
Se estudia además el posible uso de la biomasa de Chlorella vulgaris en
la obtención de un extracto acuoso con propiedades estimulantes sobre el
crecimiento celular; este extracto; haría posible la .utilización de materia
prima devaluada desde el punto.de vista de los controles de calidad para su uso
en humanos.
Asímismo, en este trabajo se propone analizar la influencia del nivel
de irradiancia espectral, la longitud de onda y la concentración de nitrato
sobre el crecimiento, la composición bioquímica y el contenido de R-caroteno
de la microalga Dunaliella salina, con el objetivo de desarrollar metodologías
y tecnologías de cultivo que permitan la manipulación de dichos factores para
lograr una mayor productividad y rendimiento en cuanto a la concentración
de este pigmento.
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Se propone, además, estudiar el fotocontrol de la acumulación de
carotenoides, teniendo en cuenta que este tema ha sido poco investigado,
especialmente la influencia del rojo lejano. Dunaliella salina constituye un
excelente sistema biológico para estos estudios debido a su capacidad de
acumular, bajo ciertas condiciones de cultivo, grandes cantidades de
carotenoides, fundamentalmente, a-caroteno.
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Material y Métodos
i
DESCI^IpCION DE LA5 E5f ECIES DE MICIZOALGAS
^ Chlorella vulgari5 BEi^ERiNCK .
La especie se obtuvo de la colección de Trebon, República Checa y fue
aclimatada para el desarrollo de los ^ultivos a cielo abierto, en condiciones
climáticas totalmente diferentes a las de su lugar de procedencia, con una
temperatura media de 25 t 2°C y una irradiación solar media diaria de 5.41
kW h-1 m-2.
El género Chlorella pertenece a la clase Chlorophyceae; orden
Chlorococcales (Chlorellales según Kouwets) (Van den Hoek et al., 1995),
familia Oocystaceae (Bourrelly, 1990).
Chlorella vulgaris BE^,JER^NCK es un alga verde unicelular de agua dulce;
las células se presentan aisladas aunque eventualmente pueden formar
agregados; tienen forma esférica (Sant"Anna, 1984) y un tamaño que oscila
entre 3.75 y 5 µm. Cada célula posee un pirenoide y un cloroplasto parietal
único en forma de copa con abertura irregular, que ocupa gran parte del
volumen celular (Sant"Anna, 1984). Se reproduce solamente por autósporas
(Van den Hoek et al., 1995). ^
Las células de^ C. vulgaris, al igual que la mayoría de las especies
pertenecientes a la clase Chlorophyceae, presentan una pared celular
celulósica rígida que dificulta su digestibilidad por animales monogástricos
(Becker, 1994). Debido a esto, aunque ofrece grandes ventajas desde el punto
de vista nutricional, la biomasa utilizada para la alimentación debe ser
sometida previamente a tratamientos adecuados de disrupción celular, con
el objetivo de exponer las proteínas celulares a la acción de enzimas
proteoliticas, facilitando así su digestibilidad. La pared celular es fina, lisa y
está ĉompuesta fundamentalmente por esporopolenina (Van den Hoek et al.,
1995), que es un politerpeno resistente a la degradación (Soeder y Hegewald,
1988).
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Las especies del género Chlorella tienen marcadas diferencias en
cuanto al comportamiento ante factores como la salinidad, acidez y elevadas
temperaturas (Kessler, 1986), aunque de 'forma general, toleran amplios
intervalos de salinidad y valores de pH (Oh-Hama y Miyashi, 1988).
La mayoría de las especies del género crecen con gran facilidad, lo que
favorece el desarrollo de sus cultivos; debido a esto frecuentemente se
utilizan como modelo biológico en investigaciones fisiológicas y bioquímicas
(Van den Hoek et al., 1995). La microalga utilizada crece rápidamente a
^ elevadas temperaturas y tolera hasta 37°C, en condiciones de cultivo a cielo
abierto. C. vulgaris es una de las especies más abundantes y frecuentes en
la flora de las aguas residuales y lagunas de oxidación (Lincoln y Earle, 1990).
En condiciones normales de cultivo la biomasa seca de Chlorella,
obtenida a partir de cultivos a cielo abierto, puede llegar a tener un contenido
proteico de150-56%, por lo que constituye una fuente valiosa de SCP (Soeder
y Hegewald, 1988) con excelente calidad nutricional (Becker, 1988).
Dunaliella 5alina rEo^oRESCo
La microalga utilizada se aisló a partir de muestras tomadas en águas
hipersalinas de la costa sudeste de la isla de Cuba, específicamente en la
salina de Joa, provincia de Guantánamo. Esta zona se caracteriza por recibir
altos niveles de irradiación diaria, con una media aproximada de 5.41 kW h-
1 m-2 y una temperatura media anual de 30 t 2°C.
Según la clasificación de Ettl (1983) el género Dunaliella pertenece a
la clase Chlorophyceae, orden Dunaliellales, familia Dunaliellaceae (Borowitzka
y Borowitzka, 1988a).
Dentro del género se incluyen formas unicelulares móviles de morfo-
logía variable, que pueden cambiar con las condiciones del cultivo, volvién-
dose frecuentemente esféricas en condiciones desfavorables (Preising, 1992).
. De todas las especies conocidas sólo las células de Dunaliella salina TEO^ORE5c0
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Figura 2. Imagen al microscopio electrónico de barrido de Dunaliel/a salina. Condiciones:
20 kV, x 13 000
y Dunaliella bardauril BEN- AMOTZ & AV(^ON, nom. nud. (Borowitzka y Borowitzka,
1988a), son capaces de producir grandes cantidades de (3-caroteno (Ben-
Amotz y Shaish, 1992).
D. salina, descrita originalmente por Dunal en 1838 como
Haematococcus salinus, es un alga verde unicelular, biflagelada. Las células
tienen, en condiciones normales, forma ovoide, anchas en la región basal y
estrechas en la parte anterior, aunque pueden variar con las condiciones de
cultivo presentándose elipsoidales, cilíndricas, fusiformes o esféricas. En
condiciones adversas se presentan estados no móviles o palmeloides, donde
aparecen células esféricas, cubiertas por una pared muy iina y un mucus
gelatinoso (Preising, 1992). Las dimensiones celulares descritas para D.
salina son de 5-29 µm de largo y 2.5-21 µm de ancho (Preising, 1992); las
células de la microalga de trabajo tienen 10-15 µm de largo y 7. 5-10 µm de
ancho, con un tamaño medio de 12.5 x 7.5 µm, dependiendo de las condiciones
de crecimiento y la intensidad de la luz.
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Los flagelos, insertados en la región apical (Fig. 2), tienen igual
longitud y exhiben un patrón homodinámico de movimiento (Preising, 1992).
Por regla general, las células presentan simetría dorso-ventral, carecen de
pared celular y están cubiertas por una membrana fina y elástica, que a su
vez está rodeada por un mucus o glicocálix (Fig. 2) de naturaleza glucoproteica
(Preising, 1992); esta característica morfológica está estrechamente relacio-
nada con la osmorregulación.
Cada célula presenta un cloroplasto parietal único en forma de copa
que ocupa gran parte del volumen celular, con un pirenoide embebido en la
región basal, alrededor del cual se acumulan polisacáridos de reserva. El
núcleo se localiza en la mitad anterior de la célula, generalmente enmasca-
rado por la presencia de numerosos gránulos que ocupan tanto la mayor parte
anterior de la célula, como la del cloroplasto (Preising, 1992). Aunque para
otras especies del género se describe la presencia de una o más de una
mancha ocular, en las células de D. salina ésta es difusa o difícil de observar
(Preising, 1992); en el caso de la microalga en estudio, no se observa estigma
alguno al microscopio óptico. Las células presentan reproducción asexual por
división longitudinal y sexual isogamética (Preising, 1992).
D. salina es un alga halófila, su crecimiento óptimo es a salinidades
entre 6 y 12% (Preising, 1992), pero es capaz de resistir salinidades extremas;
sus propiedades osmorreguladoras se deben a la acumulación intracelular de
glicerol (Ben-Amotz y Shaish, 1992). La microalga en estudio puede resistir
hasta 24% de salinidad.
Bajo determinadas condiciones las células son capaces de acumular
grandes cantidades de (i-caroteno, en forma de glóbulos liposolubles, en el
espacio intertilacoidal (Ben-Amotz y Shaish, 1992), que dependiendo de las
condiciones de cultivo puede exceder el 10% del peso seco del alga (Mokady,
1992).
-56-
Material y Métodos
CULTIVO
. CULTIVO DE Chlorella vulgari5 A ESCALA DE LABORATOKIO
El mantenimiento de las células se logra mediante cultivos "stock",
que se doblari periódicamente para mantener el crecimiento en fasé
logarítmica. ^
Los cultivos a escala de laboratorio crecen en condiciones de ilumina-
ción y aireación idénticas a las descritas para Dunaliella salina. El medio
utilizado para el mantenimiento y desarrollo de los cultivos es el sugerido por
Brown et al. (1967), modificado.
Medio de Cultivo Chlorella vulgaris BEi^ERiNCK
Macroelementos OliQOelementos
^g 1-i) ^^ 1-1)
NaN03 1.000 Solución de Algal -1 (8.3 g 1-1) 3
CaC12.2H2O 0.025
Mg SO4.. 7H2O 0.075
K2HP04 0.075
KH2P04 . 0.175
La solución de oligoelementos se esteriliza por separado y se^ añade en
frío, ésta se prepara a partir de la formulación comercial Algal, de Nutrición
Avanaada, S.A.
CULTIVO DE Chlorella vulgari5 A GRAN ESCALA
Se desarrollan cultivos unialgales intensivos no axénicos, bajo régi-
men autotrófico, en sistemas de cultivos modulares a cielo abierto de 2 m2.
El suministro de C02 (10 ml h-1 1-1) es constante durante los períodos de
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iluminación. El módulo de 2m2 (2 x 1 m) es rectangular, con una superficie
lisa tipo pelicula descendente y un volumen de 151; tiene acoplado un sistema
de goteo constante para eliminar las pérdidas de agua por evaporación.
El escalado siguiente corresponde a un área de 500 m2 ^(Fig. 3)
construido sobre una^plataforma de hormigón. El sistema de cultivo tiene una
serie de canales de lm de ancho con una superficie lisa de cemento pulido,
tipo pelicula descendente, con un 2% de inclinación; al principio de cada
canal hay un distribuidor que permite la circulación del cultivo desde el
tanque de almacenamiento hasta la superficie, con un flujo de salida de 0.75
1 s-1. Las pérdidas por evaporación se restituyen por la apertura de válvulas
que s^xministran agua directamente al cultivo.
En ambos casos se utilizan los fertilizantes comerciales: MgSO4 y NPK
(nitrógeno, fósforo y potasio), que no es más que una mezcla de las sales
NaH2P04 , KN03, KH2P04 y NaN03, suministrados por CUBANIQUEL, S.A.
Los cultivos se someten a controles microbiológicos semanales para
detectar, fundamentalmente, la aparición de Rhodopseudomonas y
Vibrionáceas, que limitan el uso de la biomasa obtenida.
La biomasa producida se procesa por centrifugación al comienzo de la
fase estacionaria. En el sistema de cultivo de 500 m2 se usa una centrífuga
de tornillo, mientras que en los cultivos modulares se usa una centrífuga de
tambor de menor capacidad. La biomasa húmeda se puede usar directamen-
te, o puede secarse por medio de un secador por aspersión ("spray dryer" ), para
su posterior almacenamiento.
La biomasa húmeda o seca se puede usar indistintamente para la
fabricación de tabletas de Chlorella vulgaris, despigmentándola previamente.
Este paso se hace para evitar exceder los límites de feofórbidos establecidos,
y para mejorar la aceptabilidad de la biomasa.
Material y Método5
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Figura 3.- Cultivo a gran escala de Chlorella vulgaris (500 m2). Centro de Investigaciones
de Energía Solar, Santiago de Cuba.
CU LTIVO DE Dunaliella 5alina A ESCALA DE LABOIZAT01z10
El mantenimiento de las células se logra mediante cultivos "stock",
que se doblan periódicamente para mantener el crecimiento en fase
logarítmica.
Los cultivos se realizan con una iluminación de 72.26 µmol m-2 s-1
proporcionada por tubos fluorescentes MAZDAFLUOR TF40 / 36W, con un ciclo
nictimeral (12:12), en una cámara con temperatura controlada (18 t 2°C) y
aireación constante a un flujo medio de 2 1 min-1. Antes de la entrada de aire
de cada cultivo se coloca un filtro Millipore de 0.25 µm. La aireación permite
la agitación constante del cultivo, lo que evita la sedimentación y de esta
forma las células se exponen a la misma intensidad lumínica media,
evitándose la formación de gradientes de nutrientes minerales o gaseosos,
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por lo que se obtiene un crecimiento uniforme. A partir de estos cultivos se
toman los inóculos utilizados para las diferentes experiencias.
El medio utilizado para los cultivos "stock" es una modif'icación del
medio propuesto por Ben-Amotz y Avron (1983). Para esterilizar, el bicarbona-
to se prepara en una solución aparte, de forma tal que una vez estéril pueda
mezclarse con el resto de los componentes sin afectar el volumen final. Las
soluciones 1 y 2 se esterilizan por separado e independientemente del medio.
Se añaden, después de la esterilización, en frío. La esterilización se hace en
autoclave, a 120°C durante 20 min.
El pH del medio es de 8.3, aunque D. salina tolera valores de pH entre
5.5 y 10 (Borowitzka y Borowitzka, 1988b).
Medio de Cultivo Dunaliella salina Ben-Amotz Modificado (BAM)
^g 1-i^
NaCl 87.75 Solución No.1 (1 ml 1^ 1) Solución No.2 (1 ml l-1)
MgSO4 0.6015 CoC12 259 mg ZnC12 10.9 mg
KCl 0.0745 CuC12 2.69 mg MnC12 88.1 mg
CaC12 0.033 H20 dest. 100 ml FeC13 24.3 mg
NaH2P04 0.012 EDTA 111 mg
NaHC03 0.84 H20 dest. 100 ml
NaN03 0.425
CULTIYO DE Dunaliella 5alina A Gf^AN ESCALA
El cultivo de Dunaliella salina a gran escala (50 m2) se desarrolla en un
sistema de cultivo en canales, con suministro constante de C02 (10 ml h-1
1-1), durante los períodos de iluminación. Cada canal es un estanque oblongo
de 6 m de largo y 3 m de ancho en su parte recta, con un radio de 1.5 m en los
semicírculos que forman los extremos. El canal está dividido por un tabique
central, lo que permite el movimiento continuo del cultivo a una velocidad
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Figura 4. Sistema de cultivo en canales de Dunaliella salina a gran escala (50 m2). Centro
de Investigaciones de Energía Solar, Santiago de Cuba, Cuba.
ente 2-10 cro s-l, que se logra mediante una rueda de paletas (Fig. 3). La altura
de la columna de líquido es de 10-20 cm.
Las condiciones climatológicas de la zona de cultivo, en la región
sudeste de la isla de Cuba, son favorables prácticamente todo el año. Los
parámetros climatológicos más importantes se registran en una estación
actinométrica ubicada en el área de cultivo.
Se prepara el medio para un volumen de 3 m3, teniendo en cuenta que
en una solución de NaCl comercial al 1% hay un contenido de Ca de 50.10 mg
1-1 y 8.63 mg 1-1 de Mg, y que en el agua común utilizada en los sistemas de
cultivo hay 33.67 mg 1-1 de Ca y 7.54 mg 1-1 de Mg. Al eliminar algunos
nutrientes del medio original usado para el cultivo a escala de laboratorio, se
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sustituye el NaN03 por KN03 para que se mantenga el equilibrio iónico del K
y el Na, que en los cultivos de laboratorio se logra con la adición de KCI.
Las pérdidas por evaporación se restituyen con la adición de agua
hasta el volumen inicial, dos veces por día.
Los cultivos se mantienen en condiciones normales durante 15 días
y una vez transcurrido este tiempo se le retira el suministro de CO2, se
aumenta la concentración salina y se disminuye la velocidad del flujo, para
inducir la carotenogénesis. La biomasa se recoge por floculación en un
tanque de sedimentación cuando la absorbancia in vivo a 450 nm es máxima.
Se realizan controles microbiológicos semanales para descartar contamina-
ción de los cultivos.
Medio de cultivo a gran escala Dunaliella salina
^g 1-i^
NaCI 120
MgSO4 0.05
NaH2P04 0.012
NaHC03 0.84
KN03 0.425
DETE>zMINACIONES 50BiZE LA5 MICIZOALGAS
DENSIDAD CELULAf^
La densidad celular se determina en los cultivos microalgales por
recuento diario de una alícuota de los mismos, convenientemente diluida, en
cámara de recuento hematológica Neubauer improved.
La cinética de crecimiento de las poblaciones microalgales se ajusta
a una curva logística, mediante una regresión polinómica por el método de los
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mínimos cuadrados, utilizando para ello el algoritmo de Marquadt (Saila et al.,
1988) ^ por medio del programa informático Fishparm.
La representación matemática de la función logística es:
Nt = K/ (1 + B) (eXP -zt) . .
donde Nt (células ml-1) representa la densidad de la población en un
tiempo t; K es la capacidad de carga del medio o tamaño límite de la población;
B es una constante que carece de significado biológico y se calcula a partir de
la ecuación:
B=(K-No) / No
el parámetro z está relacionado con la tasa de crecimiento y t es el
tiempo expresado en días.
A partir de los datos diarios de densidad celular se determina la tasa
de crecimiento ^(divisiones celulares por día) en la fase exponencial.
MATERIA SECA Y CENIZAS
Para la determinación del peso seco se sigue el protocolo de Vonshak
modificado (Vonshak, 1986). Se recogen volúmenes conocidos de las suspen-
siones celulares en filtros GF/ C(1.2 µm) de 25 mm de diámetro, utilizandó
para ello un sistema multifiltros Millipore, con filtrado a vacío. Una vez que
se recogen las células se añaden sobre los filtros dos volúmenes de solución
de amonio formiato al 0.9% (p/v), para retirar las sales, si la muestra lo
requiere. Las muestras se secan hasta peso constante a 60°C durante 24 h
y se dejan enfriar a temperatura ambiente en un desecador, antes de
pesarlas.
Para la determinación de las cenizas se filtra un volumen determina-
do de cultivo en filtros GF/ C pretratados. El pretratamiento consiste en
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incinerar en horno Mufla a 550°C durante 5 h, que es el mismo tratamiento
que se le hace a las muestras.
Los filtros con las muestras y uno utilizado como blanco, se colocan en
cápsulas de porcelana para la incineración a 550°C. Posteriormente, el horno
se deja enfriar hasta 110°C, se retiran las ĉápsulas de porcelana con los filtros
y se dejan enfriar hasta temperatura ambiente en un desecador, procediendo
a su pesada.
Si las determinaciones de peso y cenizas se realizan sobre biomasa
seca, se recogen cantidades determinadas de muestra en tubos de ensayo 0
cápsulas de porcelana, respectivamente. Los tratamientos que se siguen en
cada caso son los descritos anteriormente
Las determinaciones de peso se hacen en una balanza digital de t 0.01
mg. A partir de los resultados se calcula el peso seco libre de cenizas.
CUANTIFICACIÓN E5f ECTf^OFOTOMÉTi^ICA DE pIGMENT05
Las células se recogen por centrifugación durante 10 min a 2540 g y
se resuspenden en metanol; en caso de trabajar con biomasa seca, una
cantidad determinada de ésta se resuspende directamente en dicho solven-
te. La extracción se hace durante 24 h a 4°C, en oscuridad. Posteriormente,
manteniendo la oscuridad, se deja que las muestras alcancen la temperatura
ambiente y se clarifican por centrifugación. Las lecturas se realizan a 665.2,
652.4 y 470 nm, en un espectrofotómetro UV-visible con un rango de
resolución de 0.1- 0.5 nm. Para los cálculos se utilizan las ecuaciones de
Wellburn (1994). Las concentraciones se expresan en µg ml-1.
Clorofila a= 16. 72 A 665.2 - 9• 16 A 652.4
Clorofila b= 34.09 A 6s2.4 - 15.28 A 66s.2
Carotenoides X+^ _(1000 A 470 - 1.63 Chl a- 104.96 Chl b) / 221
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Para determinar el contenido de feofórbidos se usa acetona al 90%
enfriada a 4°C, con las mismas condiciones de extracción descritas anterior-
mente. La células se rompen por ultrasdnidos durante 30 s en baño de hielo
y en oscuridad. El extracto debe ser igualmente clarificado. Las lecturas
espectrofotométricas de las muestras: se realizan a 665 nm (A). A continua-
ción, la misma muestra se acidifica con 3 gotas de una solución de HCl a150%
(v:v) y se vuelve a leer la absorbancia a 665 nm (A*). Para los cálculos se usa
la ecuación de Strickland y Parson (1972).
Feopigmentos [µg ml'1] = 26.?(1.7(A) - A*)
Los valores obtenidos en µg ml' 1 se multiplican por el volumen del
extracto y se dividen por el número total de células presentes en dicho
volumen, para obtener el contenido celular de pigmentos.
ANÁL1515 DE pIGMENT05 >'OR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA
DE ALTA RE50LUCIÓN (Hf'LC)
ANÁL1515 DE CAROTENOIDES
Estos análisis se realizaron sobre células en cultivo de Dunaliella
salina. Para realizar el análisis de carotenoides, las células recogidas por
centrifugación durante 10 min a 2540 g, se resuspenden y homogenizan en
una mezcla etanol: hexano (2:1) calidad HPLC. A esta mezcla se le añade lml
de agua Milli-Q y se vuelve a homogenizar; se centrifuga durante 2 min a 2540
g y se separa la fase hexano (superior). Una alicuota de esta fase se trasvasa
a un vial de 1 ml para centrifugar a 12000 g durante 10 min. Este último paso
se hace para impedir la interferencia de cualquier partícula residual en la
cromatrografía.
Se inyectan 25 µl de la muestra previamente preparada en un
cromatógrafo Hewlett Packard Serie 1050, equipado con un muestreador
automático y un detector de fotodiodos. Se usa una columna de fase reversa
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C18, ODS Hypersil5 µm (250 x 4 mm), equipada con un protector de columna
LiChrospher 100 RP-18.5 µm (4 x 4 mm). La elución de la muestra se realiza
' con un sistema de solventes compues'to por metanol: acetonitrilo:
tetrahidrofurano (15:75:10) (v:v:v) como solvente A, y agua como solvente B.
La detección se hace a 445 nm. Se utiliza un patrón de todo-trans a-caroteno
de SIGMA Química.
Programación de la elución:
Tiempo
(min)
Flujo
(ml min-1^
%A %B
0 1 80 20 inyeccibn
20 1 100 0
30 1 100 0 reequilibrado oolumna
50 1 80 20
AN/^LIS15 DE LA COMP051CIÓN PIGMENTARIA TOTAL
Para analizar la composición pigmentaria total, la biomasa se
resuspende en metanol calidad HPLC, la extracción se realiza durante^ 24 h
a 4°C, en oscuridad; se centrifuga y se separa el extracto clarificado, se toma
una alicuota y se centrifuga a 12000 g para eliminar particulas residuales,
como se describe anteriormente.
Para el análisis por HPLC se sigue el protocolo de Wright et al. (1991).
Las condiciones cromatográficas son las que se describieron anteriormente.
La elución de la muestra se realiza utilizando como solvente A metanol:
acetato de amonio 0.5 M pH 7.2 (80:20), como solvente B acetonitrilo: agua
(90:10) y como solvente C acetato de etilo. La detección se hace a 436 nm. Se
utilizan patrones de todo-trans (3-caroteno y de las clorofilas a y b, de SIGMA
Química.
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Programación de la elución:
Tiempo Flujo %A ^ %B %C
^mia^ ^ml min-i)
0 1 100 0 0 vtyeoción
4 1 0 100 0 ^
18 1 0 20 80
21 1 0 100 0 ^equilibrnd.o colum.na
26 1 100 0. 0
DETEi^MINACIÓN E5i'ECTi^OFOTOMÉTRICA DE PROTEÍNAS
Para la cuantificación de proteína total se sigue el protocolo de Lowry
et al. (1951) modificado por Herbert et ai. (1971). El ensayo se basa en la
determinación espectrofotométrica de la intensidad del color obtenido con el
reactivo de Folin-Ciocalteau (ácido fosfomolibdotúnsgtico, FMT), después de
un tratamiento con^ solución alcalina de cobre. El ácido FMT oxida los
aminoácidos aromáticos como la tirosina, presente en la mayoría de las
proteínas, reduciéndose a heteropolimolibdeno azul; esta reacción está
catalizada por el cobre, resultando ún color azul cuya intensidad dépende del
contenido de tirosina o triptófano (Waterborg y Mattews, 1996). Los reactivos
utilizados son:
Reactivo A: Na2C03 a12% (p/v) en NaOH a10.1 N.
Reactivo B: CuSO4 0.5 N, en tartrato de sodio y potasio al 1%; este
reactivo es una suspensión, por lo que se deja en reposo y' se usa el
sobrenadante claro.
Reactivo C: Se prepara a partir de los reactivos A y B en una proporción
50: 1, respectivamente, en el momento de realizar el ensayo.
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Reactivo D: Es el reactivo comercial de Folin-Ciocalteau.
Las muestras se preparan en NaOH 1 N, bien sea biomasa seca o
células recogidas por centrifugación durante 10 min a 2540 g. Posteriormen-
te, se ponen en un baño de agua a una temperatura de 95-100°C durante 1
h, o se hace ruptura celular por ultrasonidos durante 30 s en baño de hielo.
Las muestras se dejan enfriar a temperatura ambiente y se centrifugan. Se
recoge el ^sobrenadante y se diluye convenientemente.
Se preparan diluciones conocidas de seroalbúmina bovina (BSA), un
blanco de NaOH 1N y las diluciones de las muestras. A continuación, se
reparte por triplicado 1 ml de cada dilución de BSA, del blanco y de cada una
de las muestras problema en tubos de ensayo; se le añaden 5 ml del reactivo
C, se mezcla a temperatura ambiente y se espera 15 min; se añaden 0.5 ml
del reactivo D; se agita y espera que se estabilice el color durante 40 min a
temperatura ambiente. La lecturas se hacen en un espectrofotómetro UV-
visible a 750 nm.
A partir de la ecuación de la recta patrón de BSA se determina la
concentración proteica de las muestras.
DETERMINACIÓN DE CARB^OHIDizATOS
Los métodos más utilizados para la determinación de ĉarbohidratos ^
totales son colorimétricos y se basan en el test de Molisch, el cual implica un
calentamiento de la muestra a analizar en H2SO4 concentrado. Para el
desarrollo del color se usa una amina aromática o un fenol (Herbert et al.,
1971); éste es el furidamento del método del fenol-sulfúrico de Dubois et al.
(1956). '
El fenol es un alcohol muy reactivo que reacciona con los azúcares
reductores dando un compuesto coloreado (amarillo-marrón). Esta reacción
coloreada es lineal a 485 nm y consume gran cantidad de energía, proporcio-
nada por la reacción entre el ácido sulfúrico y el agua. ^
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Este método sólo permite determinar concentraciones en el intervalo
de 5-100 µg ml-1; su único inconveniente es que puede haber interferencias
debido a la presencia de pentosas de los ácidos n ŭcleicos (Kochert, 1978a).
La determinación se hace sobre un extracto diluido convenientemen-
te; éste sé obtiene por resuspensión en agua destilada de células recogidas
por centrifugación o biomasa seca, y ruptura por ultrasonidos.
Se reparte 1 ml por triplicado en tubos de ensayo de cristal reforzado;
al mismo tiempo se prepara un blanco de agua destilada y una serie de
patrones de glucosa. A los tubos se les añade 0.5 ml de fenol a14%, agitando
a continuación. Inmediatamente se adicionan 2.5 ml de H2SO4 concentrado
(Pe = 1.84), dirigiendo la caída del ácido hacia la superficie del liquido. Se deja
enfriar 30 min a temperatura ambiente, agitando las muestras dentro de
este intervalo; la absorbancia se lee a 485 nm antes de las 2 h, en un
espectrofotómetro LJV-visible.
La concentración de carbohidratoŝ de las muestras se determina a
partir de la ecuación de la recta patrón de glucosa.
Mediante este ensayo se cuantifican las hexosas, disacáridos,
oligosacáridos, polisacáridos y derivados metilados que tengan un grupo
reductor libre o potencialmente libre. Las pentosas y metil-pentosas también
reaccionan, pero la . glucosamina y la galactosamina son inertes (Kochert,
1978a).
EXTIZACCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LÍf'ID05
EXTRACCIÓN
Para la extracción de los lipidos se utiliza una modificación del
protocolo de Dubinsky y Aaronson (1979) y del procedimiento de Bligh y Dyer
(Holland y Gabbott, 1971) .
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Las células microalgales recogidas por centrifugación, o bien una
cantidad determinada de biomasa seca, se resuspenden en metanol: clorofor-
mo 2:1 (v:v). Se hace una ruptura por ultrasonidos durañte 60 s; después de
agitar 30 s, se dejan reposar los extractos 5 h a temperatura ambiente,
protegiéndolos de la luz. A continuación,^ se centrifuga a 800 g durante 10 min
a 4°C y se recoge el sobrenadante. A la biomasa residual se le hace una
segunda extracción durante 14 h con una mezcla ácida de metanol: clorofor-
mo (2:1), a la que se añaden 3 gotas de HC16 N por cada 100 ml de mezcla.
A1 sobrenadante final se le añade cloroformo y agua destilada Milli-Q,
para una relación final de solventes metanol: cloroformo: agua (2:2:1); se
agita hasta obtener una solución homogénea y se centrifuga a 800 g durante
5 min. Con este fraccionamiento se eliminan los contaminantes no lipídicos,
no eliminados en la primera extracción. Se retira la fase acuosa súperior y
a la fase orgánica se le añade acetona para eliminar trazas de agua residual.
Los solventes se retiran de las muestras por evaporación al vacío a 40-50°C
o en atmósfera de N2.
Los extractos se conservan en cloroformo a-20°C (Holland y Gabbott,
1971). Si no se van a usar inmediatamente se recomienda conservar en
cloroformo con butil-hidroxitolueno (BHT 50 mg 1-1) a-80°C en viales de tapón
de rosca. .
DETERMINACIÓN GRAVIMÉTRICA NO DESTRUCTIVA DE
LÍPID05 TOTALES
La cuantificación de la fracción lipídica total se hace transfiriendo la
fase orgánica resuspendida en un volumen conocido de cloroformo, a un vial
de cristal cónico pequeño, previamente tarado. Las muestras se llevan a
sequedad, evaporando el cloroformo bajo atmósfera de N2. Las determinacio-
nes del peso se hacen en una balanza digital de t 0.01 mg.
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DETERMINACIÓN DE ARN
. EXTRACCIÓN DE COMPUEST05 DE 8AJ0 PE50 ^ MOLECULAR
El método usual consiste en la precipitación de los ácidos nucleicos,
proteínas y otras moléculas de alto peso molecular con ácidos como el
tricloroacético (TCA) o el perclórico, en frío. El TCA tiene como desventaja que
absorbe la luz ultravioleta y puede interferir en las determinaciones.
Se recogen las células por centrifugación en tubos de ensayo o se
trabaja con biomasa seca. Los tubos con las muestras se colocan en hielo y
se resuspenden en 10 ml de ácido perclórico 0.2 N frio. Después de 15 min a
4°C, las muestras se centrifugan a 800 g durante 10 min en una centrífuga
refrigerada. Se desecha el sobrenadante y se repite la extracción. Los
sobrenadantes contienen fosfato inorgánico, nucleótidos, aminoácidos, azú-
cares y una gran variedad de otros compuestos de bajo peso molecular. El
sedimento contiene compuestos macromoleculares.
DETERMINACIÓN DE AI^N POR ESTIMACIÓN DE LA RIBOSA
Este método se basa en la conversión de la pentosa en furfural, en
presencia de ácido caliente, que reacciona con el orcinol dando un compuesto
de color verde (Lin y Schjeide, 1969; Kochert, 1978b); cómo catalizador se usa
FeC13 ó CuC12. El reactivo de orcinol se prepara mezclando dos soluciones
previamente preparadas, la solución A: 0.15 g CuC12.2H2O en 100 ml de HCl
concentrado y la solución B: 12.5 g de orcinol en 25 ml de etanol a195%. Para
preparar la solución de trabajo se mezclan 2 ml de B por cada 100 ml de A,
antes de cada determinación. El desarrollo del color se completa después de
30 min a 100°C.
El sedimento previamente obtenido, libre de compuestos de bajo peso
molecular, se trata con KOH 0.3 N y se incuba 18-24 h a 30°C. Después de esta
hidrólisis alcalina, la muestra se enfría en hielo y se acidifica la solución a
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pH 1 con ácido perclórico concentrado; se centrifuga para recoger el
sobrenadante. El precipitado se lava con 1 ml de ácido perclórico 0.2 N en frío,
se centrifuga nuevamente y se juntan los sobrenadantes.
Se preparan en tubos de ensayo una serie de concentracione ŝ de ARN
de levadura de SIGMA Química, un blanco de agua destilada y diluciones de
las muestras. A cada tubo se añaden 2 ml del reactivo de órcinol; se tapan y
se colocan en un baño de agua hirviendo durante 15 min. Se dejan enfriar y
se lee la absorbancia a 665 nm en un espectrofotómetro UV-visible.
ANÁL151S DE LA COMf'051CIÓN ELEMENTAL (CNH)
Los análisis de la composición elemental CNH (carbono, hidrógeno,
nitrógeno) se realizan sobre muestras de peso seco recogidas en filtros GF/
C(1.2 µm) de 25 mm de diámetro. Para el análisis los filtros se colocan en
cápsulas especiales de estaño. Los análisis se realizaron en los Servicios
Generales de Apoyo a la Investigación de la Universidad de La Coruña, en un
analizador elemental Carlo Erba CNHS-O EA 1108 acoplado a un detector de
conductividad térmica (DCT), con un introductor de muestras automático
Autosampler AS 200 y una unidad de procesado EAGER 200.
El método analitico se basa en la oxidación completa de la muestra
mediante combustión instantánea. Los ĝases resultantes de la combustión
son transportados mediante un gas ^ portador (He) a través de un horno de
reducción, hasta el interior de una columna cromatográfica (Porapak PQS 50/
80), donde son separados para su detección y eluidos como nitrógeno, dióxido
de carbono, agua y dióxido de azufre; para ello se utiliza un detector de
conductividad térmica que emite una señal proporcional a la concentración
de los componeñtes individuales de la muestra.
El equipo se calibra previamente mediante el análisis de un compues-
to estándar, que en este caso es la sulfanilamida, utilizando el método de
factores K.
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La concentración de las muestras se calcula mediante un algoritmo
de regresión lineal, en base al área de los picos generados por el detector. El
error asociado a la técnica es de 0.5-2%.
A partir de los resultados de la cantidad nitrógeno se calcula la
composición proteica de las células utilizando para ello el factor dé conversión
5.8, sugerido por Gnaiger y Bitterlich en 1984, que sustituye al clásico factor
de conversión para proteínas 6.25.
A partir de los resultados de la composición elemental se calcula la
relación C:N.
DETERMINACIÓN DE IONES METÁLIC05 f'OR
ESf'ECT1zOFOTOMETRiA DE AB50KCIÓN ATÓMIGA
La espectrofotometria de absorción atómica es una técnica analitica
muy útil para la determinación de metales. Estos análisis se realizaron en
los laboratorios de la Empresa Geólogo-Minera de Santiago de Cuba, Cuba.
El método analitico se basa en el fenómeno de autoinversión de las
líneas espectrales, debido a la producción simultánea por el mismo elemento^
de un espectro de emisión, que al atravesar la capa de vapores, relativamente
fríos, de la sustancia volatilizada, pierde los fotones correspondientes a las
frecuencias que con más intensidad emiten esos mismos átomos en el
estado excitado. Su aplicación analitica se fundamenta en la absorción por los
átomos de un metal, de longitudes de onda características, que coinciden con
las líneas espectrales emitidas por el mismo metal.
En la técnica experimental se utiliza la llama de acetileno-oxígeno,
sobre la cual se vaporiza la muestra; este proceso consta de dos etapas: la
nebulización, donde se transforma la disolución a analizar en una niebla fina
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y la atomización o disociación del compuesto químico contenido en la
disolución. ^ La absorbancia producida por dicha llama se mide utilizando
lámparas de cátodo hueco específicas para cada metal; la luz procedente de
la lámpara pasa a través de la llama a un monocromador visible-W, e incide
sobre un detector de resonancia. Para una luz de longitud de onda resonante,
la absorbancia de la llama es una medida^ directa de la concentración de los
átomos absorbentes y, por ello, de la concentración de los átomos en la
muestra.
En el caso del arsénico, el mercurio y el estaño, se emplea la técnica
de generación de hidruros para aumentar la sensibilidad del método.
En todos los casos, la calibración de los intervalos de concentración se
hace utilizando reactivos comerciales de alta pureza, diluidos conveniente-
mente. Las determinaciones se hacen por triplicado.
Los resultados se expresan como la diferencia entre el valor obtenido
y el valor del blanco o matriz empleada.
OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE BIODERIVAD05
DE INTEiZÉS QUÍMICO-FA(ZMACÉUTICO
OBTENCIÓN, DEL EXTRACTO ACUOSO DE Chlorella vulgari5 ^
BEIJERINCK ^EC^ ^
Se prepara una suspensión homogénea a partir de biomasa seca en
polvo de Chlorella vulgaris, 20:250 (p/v). Esta suspensión se somete a un
tratamiento térmico durante 5 min, a una temperatura próxima a la ebulli-
ción; se deja enfriar y se centrifuga durante 20 min a 2800 g. El sobrenadante
se separa de la biomasa y se somete a una segunda centrifugación para
eliminar restos celulares. El extracto se congela a-20°C y se liofiliza.
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aNÁLISlS DE PROTEÍNaS POR SD5-PaGE
^ Este análisis se lleva a cabo para determinaz la composición de la
fracción proteiĉa del extracto acuoso obtenido a partir de Chlorella vulgaris. La
técnica SDS-PAGE es una de las más usadas en separaciones electroforéti ĉas
de muestras proteicas. El SDS (dodecil sulfato de sodio) es un detergente
aniónico muy efectivo como agente solubilizante (Harris y Angal, 1993).
La muestra liofilizada se resuspende en etanol a170%, se homogeniza
y se centrifuga a 12 000 g durante 10 min. El "pellet" se resuspende en tampón
fosfato pH 7. Paza el desarrollo de la electroforesis se utiliza una celda Mini-
Protean II de Bio Rad. Se prepara un gel separador al 14%, Tris-0.375 M, pH
8.8 y un gel "stacking" al 4%, Tris-0.125 M, pH 6.8 (Laemmli, 1970). La
electroforesis se desarrolla a 200 V durante 45 min.
La tinción del gel se hace con azul de Coomasie R-250 en metanol al
40% y ácido acético al 10%, durante 30 min; posteriormente, el gel se decolora
en una solución de metanol: ácido acético (40:10), durante 1-3 h.
Se utilizan como patrones de proteínas una mezcla de alcohol
deshidrogenasa (150 kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa), BSA^ (66 kDa),
citocromo c(12.4 kDa) y patrones individuales de cada una de estas proteínas,
suministrados por SIGMA Química.
ANÁL1515 DE LA COMP051CIÓN DE aMINOÁCIDOS
Se determinó la composición de aminoácidos libres por HPLC en el
extracto crudo; mientras que en la fracción proteica purificada se determinó
la composición total después de la hidrólisis.
La determinación de la composición de aminoácidos se lleva cabo
según la técnica de Bazkholt y Jensen (1989). El método se basa en la
conversión de la cisteína en cistina usando el ácido 3, 3"- ditiodipropiónico
(DTDPA) para formar un compuesto estable, la S-2-carboximetiltiocisteína.
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Finalmente este compuesto, junto con el resto de los aminoácidos se
determina por HPLC.
La metodología seguida consiste en añadir una solución al 10% de
DTDPA en NaOH 0.2 N a la muestra a analizar y dejar que se produzca la
reacción durante 1 h, al cabo de lá cual se realiza la hidrólisis (si es necesario)
con una mezcla de HC16 N y fenol a10.1% durante 24 h a 110°C. Finalizada
la hidrólisis, la muestra se evapora al vacío, a una temperatura de 60°C. A
continuación se resuspende en tampón borato y se centrifuga a 12 000 g
durante 10 min a 4°C. Por último se procede a su análisis por HPLC.
El análisis por HPLC se realiza mediante una técnica de derivatización
en dos etapas. Primero se derivatizan los aminoácidos primarios con el o-
ftaldehído (OPA); en la segunda etapa los aminoácidos secundarios, que no
reaccionan con el OPA, se derivatizan con el 9- fluorenmetilcloroformato
(FMOC). La separación de los aminoácidos se realiza en un cromatógrafo
Hewlett Packard 1050 equipado con un muestreador automático Hewlett
Packard 1050, un detector de fluorescencia Hewlett Packard 1046 A, y una
columna de fase reversa C18 ODS Hypersyl5 µm (250 x 4 mm) con un protector
de columna LiChrospher 100 RP- 18.5 µm (4 x 4 mm). El protocolo de elución
es el siguiente:
Eluyente A: 20 mM acetato de sodio pH ?.2/ 0.3% de tetrahidrofurano
(THF)/ ^0.018% trietilamina (TEA).
Eluyente B: 100 mM acetato de sodio pH 7.2/ acetonitrilo/ metanol
(20: 40: 40).
Después de la derivatización de los aminoácidos con el OPA y el
FMOC, éstos se eluyen de la columna con las siguientes condiciones:
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Programación dé la elución:
^ Tiempo Flujo %8
^min) ^ml min-1^
0 1.63 0
17 1.63 60
18 1.63 100
18.5 2.50 100
28 2.50 100 . .
28.2 1.63 100
30 1.63 0
35 1.63 0 reequilibrado columna
La detección se realizó por flŭorescencia: .
aminoácidos primarios (OPA) excitación: 340 nm emisión: 450 nm
aminoácidos secundarios (FMOC) excitación: 266 mm emisión: 305 nm
EYALUACIÓN DEL EXTKACTO ACU050 DE Chlorella vulgari5
BEIJERINCK (EC) COMO MEDIO DE CULTIVO f Af^A
MICIZ00TZGAN15M05 ^ .
El extracto se evalúa como medio de cultivo sólido y líquido ^ para
microorganismos. Previamente, se realizan pruebas de esterilidad, verifica-
ción del pH y control biológico con una cepa de Pseudomonas aeruginosaATCC
27853; para ello el extracto fue esterilizado en autoclave y formulado como
medio sólido y'liquido.
PRUEBAS DE ESTERILIDAD
El extracto crudo de Chlorella vulgarís se incuba ?2 h a 3?°C; se hacen
subcultivos en agar sangre y tioglicolato para comprobar si hay o no creci-
miento bacteriano.
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Se prepara medio sólido a partir de dicho extracto, homogenizando
previamente y solidificando con agar bacteriológico Oxoid. El pH se ajusta a
7.3 ± 0.2. Unas placas se incuban 24 h a 37°C y otras 72 h a temperatura
ambiente.
Las pruebas de esterilidad se hacen durante 7 días consecutivos,
procesando cada día una muestra diferente de las escogidas al azar para la
realización del ensayo, según lo establece la Norma Cubana 57-94-1, vigente
desde 1986.
CUALIDADES NUTRITIVAS
Previa realización de este ensayo se hace un control biológico. Para
ello se inocula un volumen determinado dél extracto crudo y el medio sólido
preparado a partir de dicho extracto, con Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, previamente aislada en una placa de agar MacConkey. Si el microor-
ganismo crece en el medio de cultivo que se está evaluando, se prosigue con
el ensayo de las cualidades nutritivas. Para evaluar las cualidades nutritivas
del medio se estudia su comportamiento como medio liquido y sólido, según
lo establece la Norma Cubana 57-94-1 (1986).
ÉVALUACIÓN COMO MEDIO SÓLIDO
Para la evaluación del extracto como medio sólido se utilizó el método
de Misra y Miles (1938) modificado (Micliane et al., 1992). Se utilizan como
microorganismos de ensayo Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Serratia sp. y una levadura. En cada
caso se utilizan medios convencionales como referencia. ^
Se hacen siembras en agar nutritivo de cada microorganismo, y se
incuban 24 h a 37°C. A partir de estos cultivos se preparan suspensiones
bacterianas en solución salina fisiológica estéril, con una turbidez corres-
pondiente al patrón óptico de turbidez N° 5 de la escala de MacFarland. A partir
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de estas suspensiones se preparan diluciones decimales hasta 10'8. Se
inoculan 5 µl de cada dilución en los medios de cultivo de referencia
correspondientes para cada microorganismo y en placas de medio sólido del
extracto de Chlorella vulgaris. Las placas inoculadas se incuban durante 24 h
a 37°C. En el caso de la levadura, ésta se incuba a temperatura ambiente
durante 48 h.
El recuento de color^ias en placa se hace con ayuda de una lente
amplificadora. En cada caso se realiza tinción de Gram a las colonias típicas
para confirmar los resultados.
A partir de los resultados se calcula la razón de productividad según la
fórmula:
Ns/No
donde: Ns, es el valor de ufc ml'1 del medio en prueba y No, es el valor
de ufc ml' 1 del medio de referencia en la primera dilución de crecimiento
contable.
EVALUACIÓN COMO MEDIO LÍQUIDO
El extracto fue evaluado como medio líquido según el método de Stokes
(1968) (Norma 57-94-1, 1986), utilizando como microorganismos de ensayo:
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Se prepa-
raron suspenŝiones bacterianas, y a partir de éstas, diluciones hasta 10'8 en
el extracto de C. vulgaris. Después de incubar 24 h a 37°C, se hicieron
subcultivos de un volumen determinado de la suspensión bacteriana en agar
sangre y agar MacConkey.
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OBTENCIÓN DEL EXTiZACTO HIDROALCOHÓLICO DE
CUf ROCL01zOFILINAS A i'AKTIIZ DE Chlorella vulgari58Ei^E^iNCK
(EHG^ ^
Para la extracción de las clorofilas y la obtención del extracto
hidroalcohólicó de cuproclorofilinas se sigue el flujo operativo que se describe
a continuación (Fig. 5).
La materia prima es un extracto alcohólico de pigmentos obtenido a
partir de biomasa húmeda o seca de la microalga Chlorella vulgaris; en el caso
de la biomasa húmeda, la humedad promedio debe ser de 67,75%; la humedad
residual de la biomasa seca, de 6.99%.
La extracción alcohólica se hace con alcohol al 96% durante 1 h a
temperatura ambiente, con agitación constante y en condiciones de
semioscuridad. La precipitación de ácidos orgánicos se hace con CaC03(S^.
Después de centrifugar, el sobrenadante se somete a una hidrólisis alcalina,
con el objetivo de romper la cadena fitólica, para lo que se utiliza una solución
de NaOH al 30%. Se hace una partición con éter de petróleo y después de
separar las fases, se hace un tratamiento ácido a la fase alcohólica con una
solución de ácido oxálico al 30%; con este tratamiento se elimina el átomo
central de magnesio (Moreno y Yusta, 1967) para sustituirlo luego por el de
cobre; para ello se utiliza una solución al SO% de CuSO4 . ^
La fase alcohólica clarificada se evapora en condiciones de vacío; con
este paso se eliminan las trazas de metanol que pueden quedar en la solución
como consecuencia de la hidrólisis del anillo de ciclopropanona de la molécu-
la de clorofila.
El extracto obtenido se esteriliza por filtración en un filtro bacterioló-
gico Sartorius con membrana de acetato de celulosa Nuflow (Oxoid) de 0.2 µm.
El producto final se envasa en frascos estériles de 100 ml, en una cámara de
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CULTIVO
1 CENTRIFUGACIÓNLAVADO
SUSPENSIÓN
^ CENTRIFUGACIÓN
BIOMASA SECA
EVAPORACIbN
REDISOLUC16N
ESTERILIZAC16N POR FILTRAC16N
EXTRACTO HIDROALCOHÓLICO DE CUPROCLOROF'lLINAS
Figura 5. Metodología de obtención del extracto hidroalcohólico de cuproclorofllinas (EHC)
a partir de Chlorella vulgaris BEIJERINCK.
BIOMASA HUMEDA
EXTRACCIÓN ETANÓLICA
PRECIPITACIÓN DE ÁCIDOS ORGÁNICO
CENTRIFUGAC16N
SOBRENADANTE
HIDRbLISIS ALCALINA
PARTIC16N CON 1~I'ER DE PETRbLEO
SEPARACIÓN DE FASES
FASE ALCOHÓLICA
LAVADO CON ÉTER DE PETRÓLEO
FASE ALCOHÓLICA
♦
TRATAMIENTO ÁCIDO
CENTRIFUGAC16N
FASE ALCOHÓLICAi TRATAMIENTO CON SAL DE COBREFILTRACIÓN A VACfO
FASE ALCOHbLICA FILTRADA
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flujo laminar y se almacena en un local semioscuro climatizado con una
temperatura de 8 t 2°C.
Loŝ lotes obtenidos se someten a controles microbiológicos, según las
normas establecidas por el Instituto 1Vacional de Higiene y Epidemiólogía de
Cuba (INHE) (Chiong ^et al., 1985); éstos se llevaron a cabo en los laboratorios
de Microbiología del Hospital Pediátrico Norte de Santiago de Cuba, Cuba.
La extracción sobre biomasa seca necesita más tiempo y es recomen-
dable usar un alcohol al 80-70% para garantizar una buena extracción. Se
pueden realizar dos ó más extracciones, dependiendo de la norma de produc-
ción establecida en los controles de calidad. En este caso para la biomasa seca
se realizan tres extracciones sucesivas y dos, si se trabaja con biomasa
húmeda.
ANÁL1515 DEL EHC POR CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA
(TLC)
Aunque en los últimos años ha existido una tendencia a eliminar la
TLC, sustituyéndola por las determinaciones mediante HPLC, esta técnica
es muy útil por su flexibilidad y simplicidad, por lo que actualmente su
aplicación práctica se enfoca hacia la combinación con otros métodos.
Un volumen determinado del extracto hidroalcohólico de
cuproclorofilinas se lleva a sequedad en una placa calefactora a 37°C y se
resuspende en 300 µl de metanol. Las muestras se analizan mediante
cromatografía de capa fina (TLC) sobre cromatofolios de sílica ge160 (20 x 20
cm, 0.2 mm de espesor), de MERCK, en condiciones de semisaturación a 22°C.
Se utiliza una fase móvil constituida por el sistema de solventes metanol:
acetona: n-propanol: agua (20:10:1:2). Una vez desarrollada la cromatografia
la bandas son eluidas en metanol y analizadas por HPLC.
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EVALUACION DEL EXTIZACTO HIDizOALCOHOLICO DE
^ CUf'KOCLOi^OFILINAS COMO DE5INFECTANTE Y ANTISÉp-
TICO
CONTROL MICROBIOLÓGICO. TEST DE KELSEY-^MAURER
Después de 15 días de almacenamiento, se realiza un control de
soluciones según el test de Kelsey-Maurer, establecido como análisis de
rutina para todas las preparaciones farmacéuticas de uso común en los
servicios hospitalarios, según la norma cubana vigente que rige la actividad
(Chiong et al., 1985). Este ensayo se repitió cada 15 días, incluso para las
soluciones en uso, con el objetivo de descartar cualquier contaminación
posible. Este test se hace para comprobar que la solución en estudio no está
contaminada.
Se añade 1 ml de la solución a evaluar como desinfectante, a un tubo
de ensayo que contiene 9 ml de caldo triptona con perlas de vidrio; se agita en
un vortex durante 5 s y se hacen subcultivos por duplicado en placas Petri
con agar triptona y plasma inactivado al 10% como neutralizante. Para ello se
siembran 10 gotas de 0.02 ml por placa a una distancia mínima de 2 cm, en ^
forma de círculo hacia la parte externa de la placa. Una de las placas se deja
incubar a temperatura ambiente durante 7 días, la otra placa se incuba 72 h
a 37°C. ^ ^
Si hay crecimiento bacteriano se procede a la identificación y recuen-
to de colonias totales por cada placa. Si el microorganismo no es patógeno y
el crecimiento es menor o igual a 100 ufc ml-1 (20 colonias por placa), se
considera contaminación ambiental y el producto es apto para su uso; si la
contaminación es mayor el producto no está apto para su uso. En caso de
crecimiento de microorganismos patógenos se considera no apto (Kelsey y
Maurer, 1966). .
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ENSAYOS MICR0810LÓGICOS
El producto se somete a los tres ensayos establecidos por las normas
del INHE para evaluar desinfectantes químicos de nueva circulación: test de
dilución, test de suspensión (sin aditivos, con jabón y con suero) y test
portagérmenes (Chiong et al., 1985), que además de verificar sus propiedades
desinfectantes, determinan su utilidad práctica en la desinfección. Estas
normas, establecidas por la sección de Microbiología Sanitaria del Laborato-
rio de Desinfección y Esterilización del INHE, rigen desde 1985 y fueron
transferidas desde el laboratorio de referencia en desinfección del Instituto
de Investigaciones Científicas de Higiene y Microbiología de Bad-Elster,
Alemania (Chiong et al., 1985).
Para la realización de los ensayos se obtienen microorganismos
altamente patógenos, aislados a partir de infecciones nosocomiales, reco-
mendados por la FDA (Food and Drug Administration) del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos, según los métodos estandarizados para el
estudio de desinfectantes.
MICROORGANISMOS PROCEDENCIA RESULTADOS DEL ANTIBIOGRAMA
Pseudomonas aeruginosa Secreción 3/ G, Ak, Co
endotraquial I/ Fi, Cl R/T, Es, K, Ce, Ap
Escherichia coli Urocultivo 3/ Cl, K, Ce, Ak, G, Co, T, Es
R/ Pe, Ap, Pi
Salmonella typhimurium Hemocultivo 3/ Cl, T, Es, K, Ap, Pi, G, Co, Ak
I/ Ce
Staphylococcus aureus Conjuntiva Sensible todos antibióticos ensayados
Amikacina (Ak), Ampicillina (Ap), Eritromicina (Er), Cloranfenicol (CI), Tetraciclina (n, Ceporán
(Ce), Gentamicina (G), Kanamicina (K), Penicilina (Pe), Estreptomicina (Es), Novomicina (N),
Piorán (Pi), Colimicina (Co).
S/Sensible; I/Sensibilidad intermedia; R/Resistente
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Los microorganismos se someten previamente al test de resistencia
al fenol y a un antibiograma según la técnica universal de Kirby-Bauer, para
tener el patrón de drogo-sensibilidad dé cada uno, que aparece a continua-
ción. Los microórganismos de ensayo son: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, sensibles al fet^ol l% en 10 min y Staphylococcus
aureus, sensible al fenol 1% en 15 min.
TESTDE DILUCIÓN
Se preparan las suspensiones de los microorganismos de ensayo a
una concentración correspondiente a 109 ufc ml' 1 en caldo nutritivo y se
incuban 16-18 h a 3?°C.
Se prepara un tubo de ensayo con 5 ml de caldo nutritivo a doble
concentración y se le añaden 5 ml de la solución cuya capacidad desinfectan-
te se quiere determinar. A partir de esta solución se preparan diluciones
seriadas en tubos con caldo nutritivo, que en este caso fueron hasta 1/64. A
cada tubo se le añade 0.1 ml de la suspensión bacteriana previamente
preparada. Se hace un control negativo utilizando agua destilada estéril en
vez de la solución en estudio y dos controles positivos con alcohol al ?0% y fenol
a12%, siguiendo el mismo procedimiento descrito para la solución problema.
Los tubos se incuban a 37°C durante 7 días. La primera lectura se hace
a las 24 h. Si los tubos presentan turbidez después de la incubación, se hacen
subcultivos en agar sangre y se procede a la identificación de los
microorganismos. Para verificar los resultados negativos se hacen subcultivos
de todos los tubos. Se considera una concentración bactericida hasta el
último tubo donde no hay crecimiento bacteriano.
El ensayo se hace por triplicado con los respectivos controles para cada
microorganismo. Este test ofrece la información necesaria en cuanto al
intervalo de concentraciones óptimas para llevar a cabo el test de suspensión,
Cultivo y a^licaciones de D. salina y C. vulgaris en Cuba
con el que se determina el tiempo mínimo de acción letal de la solución en
estudio (Chiong et al., 1985).
TEST DE SUSPENSIÓN
Las suspensiones de los microorganismos de ensayo se preparan
como se describe en el ensayo anterior. Se prepara además una serie de tubos
de ensayo con caldo nutritivo y neutralizante (^veen 80), al 1%; el número
de tubos de la serie depende del gradiente de tiempo que se quiera ensayar,
que en este caso fue: 1, 5, 10, 15, 30 y 60 min.
La solución cuya capacidad desinfectante se estudia, se prepara a
diferentes concentraciones de acuerdo con los resultados del ensayo ante-
rior. A 10 ml de cada concentración a ensayar de la solución problema, se le
añade 0.1 ml de la suspensión bacteriana y una vez transcurrido el tiempo de
ensayo se transfiere una alicuota a uno de los tubos de la serie con caldo
nutririvo y caldo nutritivo con neutralizante, repitiendo la operación hasta el
último tiempo preestablecido (60 min). Los tubos se incuban 7 días a 3?°C. El
ensayo se hace por triplicado con un control negativo. La primera lectura se
hace a las 24 h y a los 7 días la lectura definitiva. ^
Este ensayo se repite para estudiar el efecto de posibles interferencias
como jabones y proteínas; para ello, a la solución en estudio previamente
preparada se le añaden 2 ml de solución de jabón liquido a10.1%, y en el caso
del estudio de la interferencia de proteínas, 2 ml de suero inactivado sin
conservantes. El suero se inactiva previamente por calor.
Con estos ensayos se evalúa el tiempo de muerte sin aditivos, en
presencia de jabón y en presencia de proteínas para cada una de los
microorganismos de ensayo, a dos diluciones diferentes de la solución en
estudio, de acuerdo con los resultados del ensayo anterior (Chiong et al.,
1985).
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TESTPORTAGÉRMENE5
Para realizar este ensayo se utilizan piezas de tejido textil de popelina
blanca de 1 cm2 (objetos test) secas y estériles. Se ensayan los tiempos 5, 15
y 30 min, 5 y 12 h, preestablecidos para evaluar la utilización de un
desinfectante en la desinfección química de las ropas (Chiong et at., 1985). El
tiempo límite mínimo fue de 5 min, teniendo en cuenta los resultados del test
de suspensión.
Las suspensiones de los microorganismos de ensayo se preparan de
la misma forma que se describe en los ensayos anteriores. Los objetos test se
ponen en contacto con 1 ml de suspensión bacteriana durante 15 min; una
vez contaminados se secan a 37°C durante 30 min.
Para verificar el crecimiento bacteriano se transfiere uno de los
objetos test a un tubo de ensayo que contiene caldo nutritivo. Cada uno de los
restantes objetos test se ponen en contacto con 0.5 ml de la solución
desinfectante durante los tiempos de ensayo preestablecidos.
Concluido el tiempo de exposición, los objetos test se someten por
separado a lavados sin agitación en tubos de ensayo con tapa de rosca. El
primér lavado se realiza durante 15 min con agua y 1^veen 80 al 1%, el
segundo lavado se hace durante 2 min con agua estéril y por último, cada test-
objeto se coloca en un tubo de ensayo con caldo nutritivo y^neutralizante. Los
tubos se incuban a 3?°C durante 7 días.
La experiencia se hace por triplicado para cada uno de los
microorganismos de ensayo. Las lecturas son diarias y la lectura definitiva
se hace a los 7 días; en caso de turbidez se hacen subcultivos para 1a posterior
identificación del microorganismo; para verificar los resultados negativos se
hacen subcultivos de todos los tubos.
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EN5aY05 PRECLÍNIC05 in vivo
Después de realizar los ensayos ^microbiológicos se llevan a cabo las
pruebas preclínicas. Previamente, el extracto hidroalcohólico de
cuproclorofilinas (EHC) fue evaluado toxicológicamente en el Instituto de
Toxicología de Santiago de Cuba, autorizando su uso en ensayos sobré piel
sana en humanos.
Para el análisis toxicológico se utilizan conejos híbridos F 1(NZBXSGB)
adultos, de ambos sexos, con un peso entre 1.7 y 2.1 kg.
Se realizó un control positivo con alcohol a170% y un blanco o control
negativo. El extracto en estudio fue aplicado en dosis únicas a modo de
parches dérmicos durante 4 h siguiendo el método semi-oclusivo de exposi-
ción. Durante este período los conejos se mantienen en cepos sin acceso a
alimentos ni agua.
Las lecturas se hacen a intervalos de 1, 24, 48 y 72 h; basándose en
la detección de signos clínicos como eritema, edema, vesículas y cualquier
otra respuesta tisular indicadora de algún cambio morfológico, después de
retirar los parches. Los cuerpos de los animales se someten a estudios
histopatológicos de piel, hígado, riñón y pulmón.
De acuerdo con las normas establecidas por el INHE, con los ensayos
preclínicos in vivo y el test de desinfección de supérficies se concluye la
evaluación experimental de un desinfectante y/o antiséptico para su posible
utilización en la práctica médica (Chiong et al., 1985). Los ensayos a realizar
son: test para la desinfección higiénica de las manos, test para la desinfec-
ción quirúrgica de las manos y test para la desinfección de la piel sana. El test
para la desinfección de superficies se considera independiente al no ser
específicamente un ensayo in vivo, pero las normas lo incluyen como tal
(Chiong et al., 1985).
Material y Métodos
Los ensayos in vivo ofrecen como desventaja la disponibilidad o no de
voluntarios para utilizar microorganismos altamente patógenos, que de
hecho constituyen un riesgo, por lo que Salmonella typhimurium quedó
excluida de los mismos; se trabaja sólo con Staphylococcus^aureus (conjuntival),
Pseudomonas aeruginosa (secreción endotraquial) y Escherichia coli (urocultivo).
TESTPARA LA DE5INFECCIÓN HIGIÉNICA DE LA5 MAN05
Para la realización de este ensayo se trabaja con un total de 45
voluntarios (personal médico y paramédico del Hospital Infantil Norte de
Santiago de Cuba y el grupo de trabajo), que se distribuyeron en grupos de 15
(mínimo recomendado por las normas) (Chiong et al., 1985), para cada
microorganismo de ensayo.
Se utiliza la concentración de mejores resultados en cuanto a tiempo
de acción letal; el tiempo de exposición fue de 5 min. Las suspensiones de los
microorganismos de ensayo se preparan según se describe en los ensayos
microbiológicos.
Se lavan las manos con abundante agua y jabón, tres veces consecu-
tivas y se dejan secar en una cámara de flujo laminar. Posteriormente, se
coloca una gota de suspensión bacteriana en la yema de cada dedo, en ambas
manos; se frotan los dedos homólogos entre sí 2-3 min hastá que se seque la
suspensión; se añaden 10 ml de solución desinfectante sobre ambas manos,
sin dejar de frotar constantemente durante el período de tiempo indicado (5
min). A continuación se lavan las manos con 1 1 de agua estéril y se dejan
escurrir.
Las muestras se toman por impresión de las yemas antes y después
de la exposición a la suspensión bacteriana en agar sangre y medio selectivo.
Se hace un control positivo para verificar el crecimiento de cada cepa de
ensayo.
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Las placas se incuban 48 h a 3?°C. Para calcular el porcentaje de
efectividad se suma la cantidad de placas con un crecimiento entre 0-10
colonias y se calcula el porcentaje que representan respecto al total. Se
considera desinfección efectiva si el porcentaje de efectividad es mayor del
60% (Chiong et al., 1985).
Después del ensayo los voluntarios se lavan las manos tres veces con
abundante agua y jabón; se les añade solución fenólica a10.1% durante 15
min y se vuelven a lavar las manos con abundante agua.
TESTPARA LA DE5IFECCIÓN QUIRÚRGICA DE LA5 MAN05
Este ensayo es idéntico al anterior y su diferencia estriba en la forma
de realizar el lavado de las manos, puesto que la preparación de éstas para
efectuar intervenciones quirúrgicas incluye el cepillado de manos y uñas, y
el lavado se hace durante 10 min.
TESTPARA LA DE5INFECCIÓN DE LA PIEL SANA
Se trabaja con 25 voluntarios y los mismos microorganismos de los
ensayos anteriores. Se realizan controles de piel intacta para controlar la
flora epidérmica después del lavado, y controles positivos después de inocular
cada microorganismo, par.a comprobar la viabilidad de los mismos. La zona de
trabajo es la parte interna del antebrazo, ésta se lava con agua y jabón y se
seca con torundas estériles con ayuda de una pinza. Donde no haya vello se
marca una zona de 5 x 5 cm y se extiende 0.1 ml de suspensión bacteriana
preparada como se describe en los ensayos anteriores, con ayuda de una
espátula de Drigalski; se deja secar. A continuación, el área contaminada se
limpia con solución salina a10.9% y se colocan sobre ésta torundas humede-
cidas con solución desinfectante, que se cambian cada 10 s durante 2 min.
La. piel se seca con una torunda estéril y se realiza una impresión con
láminas de medio sólido sobre la superficie desinfectada, haciendo una ligera
-90-
Material y Métodos
presión durante 10-15 s. Este procedimiento se hace por triplicado sobre la
misma área. Las láminas con los medios correspondientes se preparan sobre
portaobjetos previamente lavados con etanol. ^
La incubación se hace durante 48 h a 37°C. Posteriormente, se hace
recuento e ideritificación de las colonias, considerándose efectivo el desin-
fectante si no hay crecimiento o hay un crecimiento de menos de 10 colonias
por placa (Chiong et al., 1985). Después de los ensayos a los voluntarios se les
lava todo el antebrazo con abundante agua y jabón, de la misma forma que se
describe en el ensayo anterior. ^
TEST PARA LA DE5INFECCIÓN DE SUPERFICIES
Los 15 objetos test son restos de instrumental quirúrgico y broches
metálicos cilíndricos, esterilizados previamente en autoclave. La exposición
al desinfectante se hace a los tiempos: 1, 5, 15, 30 y 60 min.
Se preparan 12 tubos de ensayo con las suspensiones de los
microorganismos de ensayo. Los objetos test se ponen en contacto con dicha
suspensión y, posteriormente, se transfieren a tubos de ensayo con la
solución en estudio. A los tiempos establecidos se escurren y transfieren a
un tubo de.ensayo con caldo nutritivo, donde permanecen hasta después de
la incubación. Se incuban durante 48 h a 37 °C; se ha ĉen subcultivos en agar
sangre y medios selectivos. ^
^ .
ANAL1515 E5TAD15TIC0
Los datos obtenidos en los experimentos donde se evalúa la influencia
espectral de la radiación sobre el crecimiento y composición bioquímica de
Dunaliella salina, se examinan mediante un análisis de varianza (ANOVA)
unifactorial para cada uno de los factores y parámetros estudiados, utilizando
para ello el paquete informático SPSS/PC+TM versión 4.10 (SPSS Inc.). Si hay
diferencias significativas entre las medias de las combinaciones de cada
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factor con el parámetro analizado, se emplea el test de Duncan de rango
múltiple para comparar los niveles de significación. En todos los casos este
test se aplica con un nivel de significación (P = 0.05). Se realizan, además,
correlaciones bivariadas y parciales entre todos los parámetros estudiados,
y de éstos con el nivel de irradiancia espectral y la concentración de nitrato,
utilizando el mismo paquete informático. Para analizar la interacción entre
los tres factores ensayados: concentración de nitrato, longitud de onda y nivel
de irradiancia espectral, se realiza un ANOVA factorial general, personaliza-
do para la interacción, con una suma única de cuadrados.
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Experiencias y Resultaclos
OBTENCIÓN DE I'RODUGT05 DE INTERÉS QUÍMICO-
FARMACÉUtICO A^ARtIR DE Chlorella vulgari5
COMf'051CIÓN BIOQUÍMICA DE LA MATERIA f'KIMA
La biomasa de Chlorella vulgaris se recogió al inicio de la fase estacio-
naria en cultivos a gran escala. Ésta fue procesada en un secador por
aspersión y se obtuvo un polvo fino, verde, con un 6.99% de humedad residual.
Los análisis se realizaron a dos lotes de biomasa seca: A05 y A06, procedentes
de diferentes cultivos y procesados siguiendo el mismo diagrama operativo.
De forma general, la composición bioquímica fue similar en ambos
lotes. La concentración de carbohidratos (43.19 t 2.84%) fue mayor que la de
proteínas (38.54t 0.32%); ésta se realizó a partir de los datos del nitrógeno
orgánico estimado por análisis elemental, los resultados fueron verificados
por el método de Lowry, éstos fueron prácticamente idénticos (39.13t 0.25%).
El contenido medio de ARN para los dos lotes analizados fue de13.46t 0.16%.
Sin embargo, el contenido lipídico fue bajo (12.30t 0.39%), al igual que el
contenido de cenizas (2.99t 0.72%) (Tabla I). Estos resultados se deben a la
fase de crecimiento en que la biomasa ha sido recogida. ^
La composición pigmentaria fue similar para ambos lotes, destacando
el alto contenido de feopigmentos presentes en la biomasa (tabla II).
Tabla I. Composición bioquímica en porcentaje de peso seco de dos lotes de biomasa
seca de Chlorella vulgaris obtenida a partir de cultivos a gran escala.
Componentes ^% PS) Lote A05 Lote A06
Proteína bruta 38.22 38.86
Carbohidratos 41.18 42.5
Lípidos totales 12.70 11.91
ARN 3.35 3.58
Cenizas 3.51 2.48
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Tabla II. Composición pigmentaria en porcentaje de peso seco de la biomasa seca de
Chlorella vulgaris obtenida a partir de cultivos a gran escala.
Composición Lote A05 Lote A06
Pigmentos^ totales (%PS) 2.24 1.87
considerando feopigmentos 7.05 . 6.08
Feopigmentos (µg/ mg) 44.8 39.18
Clorofila a(µg/ mg) 16.4 14.02
Clorofila b (µg/mg) 2.25 2.27
Carotenoides (µg/mg) 2.16 1.07
Tabla III. Composición de elementos minerales en porcentaje de peso seco de la
biomasa de Chlorella vulgaris procedente de cultivos a gran escala.
Elemento Concentración ^% PS^ Elemento Concentración ^% PS^
K 1.1 t 0.10 Mn 0.01 t O.OS
Na I.Ot 0.02 A1 < 0.001
Mg 0.57t 0.10 Ba < 0. 001
Ca 1.Ot 0.02 Cr < 0.001
Zn 0.03t 0.02 Pb < 0.001
Fe 0.19t 0.02 Al < 0. 001
Cu 0.003t 0. 001 Sh < 0.001
Co 0. 001 t 0.00
Por otra parte, según el análisis de elementos minerales, la biomasa
seca de C. vulgaris contiene Na, K, P, Mg, Ca, Fe, Cu, Zn, Mn y Co; además, se
detectó la presencia de Al, Ni, Ba, Cr, Sn y Pb en concentraciones menores
que 0.001% (Tabla III).
Experiencia6 y Reaultados
OBTENCIÓN Y EVALUACIÓN DEL EXTRACTO ACU050 DE
Chlorella vulgari5 (EC)
COMP051CIÓN BIOQUÍMICA
La obtención del extracto acuoso o crudo de C. vulgaris (EC) se realizó
según la metodología descrita en Materiales y Métodos. Se obtienen tres lotes
con pH de 6.3 t 0.2 y un residuo sólido de 12.4 t 2 mg ml-1. El espectro UV-
visible característico presenta un máximó de absorción a 278 nm (Fig. 6).
El extracto crudo se liofilizó para su posterior análisis; se determinó
la composición de proteínas, carbohidratos, ARN, pigmentos, cenizas; y su
composición elemental por análisis de CNH y absorción atómica. El contenido
proteico medio de los tres lotes del éxtracto liofilizado fue del 20%, lo que
equivale a una concentración de 2.48 t 0.3 mg ml-1 de extracto crudo; los
carbohidratos suponen e19%, lo que representa una concentración de 1.11 t
0.2 mg ml-i, mientras que el porcentaje de ARN fue del 9.29% (1.15t 0.03 mg
ml-1) y el de las cenizas del 38.16% (4? . 31 t 0. 08 mg ml-1) .
278
y
200
^ ^
. . -__ . l _..
400 ^
Longitud de onda (nm)
Figura 6. Espectro UV-visible del extracto acuoso se Chlorella vulgaris (EC).
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Tabla IV. Composición de elementos minerales del extracto acuoso de Chlorella vulgaris.
Elemento Coacentración en g/ 100 ml
K ^ 0.28t 0.00
Na 0.22t 0.02
Mg ^ 0.02t 0.0
Cu 0.00014t 0.0
Zn 0.004t 0.0
Ca 0.014t 0.05
Ni T
Co T
Fe T
Mn T
El análisis elemental por CNH mostró la siguiente composición: N 3.5
t 0.?% y C 25.88 t 3.45%, siendo todo el nitrógeno presente én dichos
extractos de naturaleza orgánica, teniendo en cuenta los resultados de la
composición elemental de las cenizas: N 0 t 0.0% y C 0.06 t 0.01 %. Respecto
al contenido de pigmentos, el extracto contiene restos de clorofila a, b,
feopigmentos y cantidades mínimas de carotenoides, que contribuyen al peso
seco del extracto acuoso de C. vulgaris (EC) en un 0.05%, siendo el mayor
aporte debido a los feofórbidos. El extracto contiene además: K, Na, Mg, Cu, Zn,
P y trazas de Ca, Fe, Ni, Co y Mn, según los resultados de los análisis de la
composiĉión de elementos minerales por absorción atómica (Tabla I^.
Tabla V. Composición de aminoácidos libres del extracto acuoso de Chlorella vulgaris.
Aminoácido Relación respecto a la serina
Ser ' 1
Glu 6.18
Ala 5.70
Pro 5.52
Lys 2.95
His 1.82
Leu 1.77
Asp 1.09
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Se realizó, además, el análisis de aminoácidos libres en el extracto
acuoso. De acuerdo con los resultados, éste contiene una cantidad significa-
tiva de ácido glutámico, alanina y prolina, así como lisina, histidina, leucina,
y pequeñas cantidades de ácido aspártico y serina (tabla V).
A partir del extracto crudo se purificó la fracción proteica mediante
preeipitación con etanol al 70%. Previamente, se hicieron precipitaciones
con (NH4)2SO4^S^, acetona fría y TCA a110%; en cada caso la fracción purificada
se analizó por SDS-PAGE, según el protocolo de Laemmli (1970), obteniéndose
mejores resultados con la precipitación etanólica. La muestra se resuspende
previamente en tampón fosfato pH 7, 60 mM; una alicuota de esta suspensión
se transfiere a un volumen determinado del tampón para muestras, prepa-
rado a doble concentración. De acuerdo con los resultados obtenidos a partir
3-
2-i
1-1
Alcohol deshidmgenasa (150 kDa)
i
0^
0 0.5 1
Valores de Rf
Figura 7. Recta de calibrado para la estimación del peso molecular de los péptidos
presentes en el extracto de Chlorella vulgaris. SDS-PAGE al 14%.
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Tabla VI. Composición de aminoácidos de la fracción proteica del extracto acuoso de
Chlorella vullgaris. ^
Aminoácidos Relación respecto a^la cisteína
Cys 1.0
Asp ^ 10.84
I-Iis 19.14
Glu 12.40
Ala 12.18
Leu ?.52
Lys ?.36
Gly ^ 7.03
Val 7.00
Ser 5.63
Arg 5.49
Pro 5.09
Ile 3.53
Phe 3.26
Tyr 2.26
Thr 1.78
Met 1.07
de la recta de calibrado de los patrones proteicos con peso molecular conocido
y los Rf (cm) de los péptidos de la muestra, la fracción proteica del extracto
acuoso de C. vulgaris está çompuesta por tres péptidos, con pesos moleculares
de 12.4, 16.6 y 18.6 kDa.
Posteriormente, la fracción proteica purificada se hidrolizó para
deterrriinar la composición de aminoácidos totales de la misma. Los
aminoácidos mayoritarios son el ácido aspártico, glutámico, histidina y
alanina; se detectan, además, serina, glicocola, treonina, arginina, tyrosina,
valina, metionina, fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina, prolina y míni-
mas cantidades de cisteína (Tabla VI).
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EVALUACIÓN COMO MED10 DE CULTIVO PARA
MICROOKGAN15M05
En todos los casos el extracto mantuvo las condiciones de esterilidad
durante los siete días de ensayo, por lo que desde el punto de vista práctico
puede ser evalŭado como medio de cultivo. El control biológico, realizado cori
P. aeruginosa fue positivo; el crecimiento fue abundante tanto en la formula-
ción sólida del extracto como en la liquida, por lo que se ensayaron sus
cualidades nutritivas con otros microorganismos.
EVALUACIÓN COMO MEDIO SÓLIDO
El extracto permite el crecimiento de los microorganismos de ensayo,
incluso a altas diluciones, siendo la mínima dilución de crecimiento contable
diferente para cada uno: Serratia (10-6), P. aeruginosa (10-5), P. mirabilis (10-^),
S. aureus (10-5) y levadura (10-3). En el caso de E. coli se ensayó hasta la.
dilución 10-9, siendo ésta la mínima dilución de crecimiento contable en el
EC, con 135 colonias (Tabla VII).
A partir de estos datos se calculó la razón de productividad entre el
medio de cultivo en estudio y los medios utilizados como referencia utilizando
la primera dilución de. crecimiento contable. Según los resultados obtenidos,
tanto para el extracto acuoso como para los medios^ de referencia, el creci-
miento de Serratia sp. no es contable hasta la dilución 10-5, mientras que a
la primera dilución de crecimiento contable (10-6) la productividad del EC es
mayor que en el agar nutritivo, pero menor que en el agar MacConkey.
Respecto a P. aeruginosa, el crecimiento no es contable en el extracto acuoso
ni en los medios de referencia hasta la dilución 10-4; sin embargo, a la
primera dilución contable (10-5) el extracto es mucho menos productivo que
los medios convencionales utilizados. En el caso del P. mirabilis, el crecimien-
to no es contable en el extracto ni en los medios de referencia hasta la
dilución 10-6; a partir de ésta fue menos productivo que los medios de
referencia. Para el S. aureus la primera dilución contable fue 10-5, donde el
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Tabla VII. Crecimiento de Serratia sp., P. aeruginosa, P. mirabilis, S. aureus, E. coli y
levadura en el extracto de Chlorella vulgaris (EC) fom^ulado como medio sólido.
Número de colonias
en las diferentes diluciones
Cepas Medios 10-1 10'' 10-^ 10^ 10's 10^ 10''^ 10^° 10'9
Serratia sp. EC I I I I I 65 33 27
Agar Nutritivo I I I I I 51 41 37
McConkey I I I I I 91 ^ 69 23
P. aeruginosa EC I I I I 30 23 21 -
Agar Nutritivo I I I I 122 65 40 43
McConkey I I I I 81 64 52 36
P.mirabilis EC I I I I I I 37 6
Agar Nutritivo I I I I I I 57 21
CLED I I I I I I 62 57
S. aureus EC I I I I 94 52 48 67
Agar Nutritivo I I I I 81 106 60 25
Agar Sangre I I I I 127 109 96 89
E. coli EC I I I I I I I I 135
Agar Nutritivo I I I I I I I I 140
McConkey I I I I 132 64 47 38 30
levadura EC I I 71 39 3 6 3 5
Agar Nutritivo I I 81 21 6 8 6 4
Sabouraud I I 73 26 8 3 1 1 1
I: número incontable de colonias
medio formulado con EC fue más efectivo que el agar nutritivo, pero menos
productivo que el agar sangre. Sin embargo, para E. coli el crecimiento. fue
incontable en el extracto acuoso y en el agar nutritivo hasta 10-8, a partir de
esta dilución fue tan productivo como éste; respecto al agar MacConkey, el EC
fue mucho más productivo a todas las diluciones ensayadas (Tabla VII-VIII).
Por otra parte, la levadura crece hasta la dilución 10-2 en todos los medios por
igual, y a la primera dilución de crecimiento contable (10-3) el EC fue tan
productivo como el Sabouraud y el agar nutritivo (Tabla VIII).
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el extracto acuoso de C.
vulgaris fue tan productivo como el agar nutritivo para el cultivo de Serratia
sp., S. aureus, E. coli y levadura; y mucho más productivo que el agar
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Tabla VIII. Razbn de productividad del extracto acuoso de C. vulgaris formulado como
medio sólido, respecto a medios de cultivo convencionales.
Microorganismos Medios Razón de productividad
Serratiasp. EC/agar nutritivo 1.3
EC/agar MacConkey 0.7
P.ae^a EC/agar nutritivo 0.3
EC/agar. MacConkey 0.4
P. mirabilis EC/agar nutritivo 0.6
EC/C.L.E.D. 0.6
S. aureus EC/agar nutritivo 1.2
EC/agar sangre 0.?
E.coli EC/agar nutritivo 1.0
EC/ agar MacConkey 4.5
levadura EC/agar nutritivo 0.9
EC/ Sabouraud 1.0
MacConkey para el cultivo de E. coli; además, en el cultivo de levadura fue tan
productivo como el Sabouraud. Por el contrario, no es tan productivo como los
medios convencionales para el crecimiento de P. aeruginosa y P. mirabilis, sin
embargo, inhibe el crecimiento en velo característico de este microorganis-
mo, y en el caso de P. aeruginosa aumenta la pigmentación, lo que podría ser^
beneficioso para el aislamiento de ambos.
EVALUACIÓN COMO MEDIO LÍQUIDO
En todos los subcultivos realizados a partir de las suspensiones de los
microorganismos de ensayo en el EC, el crecimiento fue incontable hasta la
última dilución ensayada ( 10-8). De acuerdo con los límites establecidos en
las especificaciones microbiológicas para las formulaciones líquidas en la
Norma Cubana 57-94-1, vigente desde 1986, un medio de cultivo líquido es
satisfactorio si permite el crecimiento de los microorganismos de ensayo a
diluciones de 10-^, por lo que la formulación liquida del extracto en estudio
puede considerarse adecuada.
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EVALUACIÓN COMO MED10 DE CULTIVO i'ARA CÉLULAS
VECETALES ^
Se evaluó además, la utilidad del extracto acuoso de C. vulgaris en la
micropropagación sómática de callos embriogénicos de orquídeas del género
Catlleya, realizando tres ensayos diferentes, en los que se varió la cónĉentra-
ción del EC en un medio basal; para ello se utilizó el medio agar Murashige
(Murashigue y Skoog,1962) y como fuente de carbono, sacarosa a13%. En cada
caso el pH se ajustó a 5.8. Por cada ensayo se realizaron 13 réplicas. Se realizó
además, un control con medio basal y los reguladores del crecimiento que
normalmente se emplean en el cultivo de callos embriogénicos de orquídeas.
Los ensayos fueron:
1. Control: Medio basal + 2 mg 1-1 6BAP (6-bencil aminopurina)
+ 1 mg 1-1 AIA (ácido indol acético) '
2. 10% de extracto de Chlorella vulgaris en medio basal (v:v)
3. 50% de extracto de Chlorella vulgaris en medio basal (v:v)
4. 100% de extracto de Chlorella vulgaris
La siembra de los explantes se realizó en botellas estériles de 500 ml
con 25 ml de medio, en cámara de flujo laminar, utilizando segmentos de
callos embriogénicos de orquídeas del género Catlleya, éstas se incubaron a
una temperatura constante de 26 ± 2°C, con luz continua a 29.3 µmol m-2
s-1. Una vez desarrolladas, las plántulas fueron transplantadas y sometidas a
condiciones de vivero, evaluando de forma visual sus características
organogénicas, una vez transferidas a condiciones de vivero.
Transcurridos 26 días se determinó el peso fresco de cada callo. Los
resultados se procesaron mediante un análisis de varianza (ANOVA)
unifactorial; para comparar los niveles de significación de la diferencia entre
las medias se realizó un test de Duncan de rango múltiple; para ello se utilizó
el paquete informático SPSS/PC+TM versión 4.10 (SPSS Inc.). Los tratamien-
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Control 10% 50% 100%
Figura 8. Pesos frescos de callos embriogénicos de orquídeas del género Catlleya
obtenidos en las formulaciones con diferentes concentraciones de extracto acuoso de
Chlon311a vulgaris (10, 50 y 100%) en el medio basal. Control: medio basal Murashigue con
reguladores del crecimiento.
tos fueron comparados entre sí y con el control, utilizando un nivel de
significación P = 0.05.
Las formulaciones del medio basal con un 50 y 100% de extracto
acuoso de C. vulgaris no son efectivas, obteniéndose valores de pesó fresco de
0.29 t 0.01 y 0.37 t 0.1 g, respectivamente; éstos valores no difieren
significativamente entre sí, sin embargo, difieren de los que se obtienen en
los controles (1.39 t 0.1 g) y en la formulación con un 10% de extracto acuoso
(1.77 t 0.04 g). Por otra parte, aunque la formulación del medio basal con un
10% de extracto permite obtener valores de peso fresco superiores a los que
se obtienen en los controles, éstos no difieren significativamente entre sí
(Fig. 8).
En cuanto a la organogénesis, no hubo diferencias visibles respecto al
control en las formulaciones con 10 y 50% del extracto acuoso, mientras que
en la formulación del 100% no hubo regeneración de las plántulas de
orquídeas; en este caso no se realizó el transplante de las mismas.
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EVALUACION DEL EXTiZACTO HIDROALCOHOLICO DE
CUPizOCLOROFILINAS DE Chlorella vulgari5
COMP051CIÓN BIOQUÍMICA
A partir de la metodología propuesta se obtienen ocho lotes del e^ctracto
hidroalcohólico de cuproclorofilinas (EHC), con un pH entre 8.9-9.5, una
salinidad de 18.8 t 1.5%, y un residuo sólido de 28.11 t 6.5 g 1-1. El espectro
característico UV-visible presenta máximos de absorción a 244, 278, 407 y
626 nm, siendo muy similar al espectro del patrón comercial de la sal disódica
de cuproclorofilinas suministrado por SIGMA Quúnica (Fig. 9).
Se realizan los análisis de los iones metálicos por absorción atómica
para determinar, fundamentalmente, la contaminación por metales pesados
del extracto en estudio; el Cu libre se determinó según la metodología
recomendada por la FAO/WHO (FAO/WHO, 1970) (Tabla IX).
El e^rtracto hidroalcohólico de cuproclorofilinas tiene altas concentra-
ciones de Na y Cu, ambos elementos forman parte de la estructura de las
0 , ,
300 500 700
Longitud de onda (nm)
Figura 9. Espectro UV-visible del extracto hidroalcohólico de cuproclorofilinas obtenido a
partir de Chlorella vulgaris (EHC) y del patrón comercial suministrado por SIGMA Química.
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Tabla IX. Composición de elementos minerales del extracto hidroalcohólico de
cuproclorofilinas determinados por absorción atómica.
Elemeato ^ ^mg 1^1)
Na 2151t 1079
K ^ 30t 6.53
Mg 0.32t 0.23
Ca T
Fe 0.93t 0.70
Co -
Ni T
Cu 89t 11.89
Cd -
Hg -
Zn 4t 2.00
A1
Pb T
Mn T
Sn
As
cuproclorofilinas; así como K, bajas concentraciones de Mg, Fe, Zn, y trazas
de Ca, Co, Ni, Mn, Pb y Cu libre; no se detectó Al, Sn, Cd, Hg ó As (Tabla IX).
^ Se realizó el análisis de la composición lipídica del EHC para determi-
nar si existía contaminación de esta fracción en dicho extracto, teniendo en
cuenta que la materia prima es un extracto alcohólico de pigmentos obtenido
a partir de biomasa seca de C. vulgaris; para ello, el EHC se llevó a sequedad
a 37°C. El contenido total de lipidos fue 17.7 mg 1-1, fracción que representa
el 0.04% del péso seco del extracto, lo que no resulta significativo.
Se realiZÓ, además, una cromatografia en capa fina (TLC) y un análisis
por HPLC, según el protocolo descrito para determinación de pigmentos
totales. En ambos casos se utilizó un patrón comercial de la sal disódica de
cuproclorofilinas de SIGMA Química. En la TLC del patrón comercial aparecen
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tres bandas con R^ 0.96; 0.87; 0.70; la primera banda es amarilla y las
restantes son verde brillante; mientras que en la solución en estudio (EHC)
sólo aparecen las dos bandas verdes, con idénticos valores de Rf. Según los
resultados de los análisis por HPLC, en el p^eparado comercial aparecen siete
picos, mientras que en el EHC se obtienen solamente tres (Fig. 10).
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Patrón de cuproclorofilinas
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Figura 10. Resultados de los análisis por cromatogra^a líquida de alta resolución (HPLC)
del extracto hidroalcohólico de cuproclorofilinas obtenido a partir de Chlor^ella vulgaris y del
patrbn de cuproclorofilinas suministrado por SIGMA Química.
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Los espectros de cada pico se analizaron tanto para el patrón comercial
como para el EHC. En el patrón, los picos 1, 2, 3, 4 y 5 mostraron máximos de
absorción alrededor de 410 nm; mientras que el pico 6 mostró un máximo
alrededor de 430 nm. Por las características del espectro y el tiempo de
retención del pico 7, éste es ^i-caroteno y seria la fracción detectada en la TLC
como una banda amarilla, eon Rf 0.96. Sin embargo, en la solución
hidroalcohólica de cuproclorofilinas, los tres picos detectados tienen máxi-
mos de absorción alrededor de 410 nm. Se detecta, además, en el primer pico
una fuerte absorción por debajo de los 320 nm.
EVALUACIÓN DEL EXTRACTO COMO DESINFECTANTE Y
ANTISÉPTICO
El extracto hidroalcohólico de cuproclorofilinas fue evaluado como
desinfectante y antiséptico. Previamente, se realizó el test de Kelsey-Maurer
como control de calidad microbiológico. Este test fue negativo para todos los
lotes; no se detectó crecimiento en ninguna de las diluciones ensayadas, por
lo que procede realizar los ensayos microbiológicos.
TEST DE DILUCIÓN
El test de dilución se realizó con el extracto puro. Los resultados con
las distintas diluciories de alcohol a170%, fenol a12% y la solución en estudio,
para cada microorganismo de ensayo, aparecen en la tabla X.
La menor dilución de alcohol al 70% que inhibe el crecŭniento de S.
aureus, S. typhimurium y P. aeruginosa fue la dilución 1/ 2, que equivale a una
concentración de135%, mientras que la dilución 1/4 (17%) inhibió solamente
el crecimiento de E. coli. La mínima dilución de fenol al 2% que inhibe el
crecimiento de S. aureus, E. coli y P. aeruginosa es 1/ 8 (0.25%), mientras que
para S. typhimurium es 1/ 16 (0.1 %) . En el caso del extracto hidroalcohólico de
cuproclorofilinas a12.81 % la mínima concentración que inhibe el crecimien-
to de S. typhimurium, E. coli y P. aeruginosa es la dilución 1/ 4(0.7%), mientras
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Tabla X. Resultados del test de dilución del extracto hidroalcohólico de cuproclorofilinas
(EHC), utilizando alcohol al 70% y fenot al 2% como controles positivos.
Dilucioaes
Microosganismos 1/"Z 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Staphylococcus aureus (control) + + + + . + +
Alcohol 70% ^ - + + + + +
Fenol 2% - - - + + +
EHC 2% - - + + + +
Salmoneilac typhimurium ^coatsol) + + + + + +
Alcoho170% - + + + + +
Feno12% - - - - + +
EHC 2% - - - + + +
Escherichiac coti (control) + + + + + +
Alcoho170% - - + + + +
Feno12% - - - + + +
EHC 2% - - _ + + +
Pseudo^nonas aeruginosa (control^ + + + + + +
Alcoho170% - + + + + +
Feno12% - - - + + +
EHC 2% - - - + + +
(+) indica crecimiento, (-) ausencia de crecimiento.
que para S. aureus es la dilución 1/8 (0.35%) (Tabla X). Se hizo un control sin
desinfectante para verificar la viabilidad de los^microorganismos de ensayo,
detéctándose el crecimiento de éstos en todas las diluciones. ^
De forma general, el EHC fue más efectivo que el alcohol para todos los
microorganismos de ensayo y tan activo como el fenol para E. coli y P.
aeruginosa.
TEST DE SUSPEN5IÓN
En el test de suspensión sin aditivos no hubo crecimiento en los
subcultivos de los microorganismos ensayados a ninguna de las diluciones
del extracto hidroalcohólico de cuproclorofilinas, en los diferentes tiempos de
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ensayo, por lo que se verifica la acción desinfectante de éste para las dos
concentraciones ensayadas en un tiempo de 1 min. Con este test se define,
además, el margen de error que provocan interferencias . como jabón y
proteínas sobre la acción del desinfectante en estudio. ^
En presencia de jabón hay pérdida de efectividad de la solución; el^
tiempo de muerte de P. aeruginosa para las dos conĉentraciones de extracto
ensayadas fue de 5 min; a la dilución 1/4 (0.7%) el tiempo de muerte de S.
typhimurium, fue también de 5 min; sin embargo, se mantuvo en 1 min para
E. coli y S. aureus. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, la presencia
de proteínas se estudió con la mayor dilución del extracto, equivalente a la
ĉoncentración 1.4%; en este ensayo el tiempo de muerte para S. typhimurium
pasa a ser de 5 min, manteniéndose en 1 min para el resto de los
microorganismos ensayados. De forma general, el tiempo mínimo de acción
letal aumenta con la presencia de aditivos como jabón y proteínas, por lo que
el extracto pierde efectividad.
TE5TPORTAGÉRMENES
El test portagérmenes se realizó a los tiempos de exposición: 5, 15 y 30
min; 5 y 12 h, utilizando como objetos-test piezas de tejido textil de popelina
blanca de 1 cm2 seca^s y estériles. Los resultados fueron satisfactorios; no
hubo crecimiento de ninguno de los microorganismos de ensayo en los
subcultivos realizados a ninguno de los tiempo ŝ de exposición. Este ensayo
permite deducir la posible aplicación del extracto en la desinfección química
de las ropas.
ESPECTRO BACTERICIDA
A partir de los resultados obtenidos en los ensayos microbiológicos se
establece la concentración para el desarrollo de los ensayos preclínicos in vivo:
dilución 1/ 2(1.4%) y un tiempo de exposición de 5 min.
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Previa realización de los ensayos in vivo se hizo un espectro bactericida
del EHC. Para ello se trabajó con 11 microorganismos aislados de infecciones
nosocomiales y 3 cepas estándar utilizadas en el control de calidad de los
discos de antibióticos usados en los antibiogramas, recomendadas para el
estudio de desinfectantes por las normas internacionales vigentes (Chiong
et al., 1985). Los microorganismos de ensayo, así como su procedencia y los
resultados del antibiograma para cada una de ellos fueron:
MICROORGANISMO PROCEDENCIA RESULTADOS DEL ANTIBIOGRAMA
Staphylococcus aureus ATCC 25923 STA
Escherichia coli ATCC 25922 STA
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 STA
Salmonella typhimurium Hemocultivo 8/ Cl, T, Es, K, Ap, Pi, G, Co, Ak
I/ Ce
Haemophylus influenzae Conjuntiva STA
Neisseria gonorrheae Uretra 8/ Ak, Ap, Er, Cl, T, Ce, G, K
I/ Pe R/ Es, N
Neisseria meningitidis Líquido 8/ Ak, Pe, Er, Ap, Cl, T, Es, G, K, Ce
cefalorreaquídeo R/ N
Escherichia coli Urocultivo 8/ .Cl, K, Ce, Ak, G, Co, T, Es
R/ Pe, Ap, Pi
Streptococcus pneumoniae Líquido pleural STA
Streptococcus pneumoniae Ótico STA
Staphylococcus aureus Conjuntiva ^ STA
Pseudomonas aeruginosa Secreción 3/ G, Ak, Co .
endotraquial I/ Pi, Cl R/ T, Es, K, Ce, Ap
Streptococcus (3-hemolitico Faringe 8/Pi, Ce, Pe, Er, Es, N, Cl
R/ Es, T, K, Ap, Ak, G
Streptococcus p-hemolitico Manos STA
Amikacina (Ak), Ampicillina (Ap), Eritromicina (Er), Cloranfenicol (Cl),
Tetraciclina (T), Ceporán (Ce), Gentamicina (G), Kanamicina (K), Penicilina (Pe),
Estreptomicina (Es), Novomicina (N), Fiorán (Pi), Colimicina (Co).
S/Sensible; I/Sensibilidad intermedia; R/Resistente; STA: Ŝensible a todos los
antibióticos ensayados
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Las suspensiones de los microorganismos de ensayo se prepararon en
caldo ^ nutritivo, con una turbidez equivalente al tubo N° 9 de la escala de
McFarland, que corresponde a una concentración de 109 ufc ml-1.
La coricentración de la solución en estudio se prepara diluyendo el
EHC en caldo nutritivo y en caldo nutritivo con neutralizante (^veen 80 al l%)
hasta la dilución 1/ 2(1.4%). Se distribuyen volúmenes adecuados en tubos
de ensayo y se añade 1 ml de la suspensión bacteriana en cada uno. Para cada
microorganismo de ensayo se preparan tres réplicas de la dilución del EHC
con y sin neutralizante; transcurridos los 5 min de exposición, se hacen
subcultivos en agar sangre y en los medios selectivos, dependiendo del
microorganismo de ensayo.
En todos los casos se hizo un control negativo con agua destilada
estéril para verificar la viabilidad de los microorganismos. Las lecturas se
hacen a las 24 h y a los ? días.
De acuerdo con los resultados obtenidos, el extracto hidroalcohólico de
cuproclorofilinas (EHC) tiene un efecto letal sobre todos los microorganismos
de ensayo tras 5 min de exposición, incluso cuando el neutralizante está
presente en solución. No hay crecimiento en los subcultivos ni a las 24 h, ni
a los 7 días. Los controles de viabilidad fueron positivos para todos los
microorganismos. .
TESTPARA LA DE5INFECCIÓN HIGIÉNICA DE LA5 MAN05
El test para la desinfección higiénica de las manos se realizó utilizan-
do la dilución 1/ 2 del extracto hidroalcohólico de cuproclorofilinas (1.4%) .
Para todos los test se realizaron más de ochenta ensayos con cada microor-
ganismo.
Se hizo el recuento de colonias por placa inoculada y tinción de Gram
a todas las colonias típicas, así como pruebas de verificación, según el
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microorganismo de ensayo. Las colonias contaminantes fueron en todos los
casos de Staphylococcus epidermidis, considerado flora epidérmica normal.
Siguiendo las recomendaciones estrictas de las normas, estas colonias se
tienen en cuenta para calcular el porcentaje de efectividad de la solución en
estudio (Tabla XI). . .
Los resultados demuestran la utilidad práctica del extracto en la
desinfección higiénica de las manos en un tiempo de 5 min, con una
efectividad mayor del 94% para los microorganismos ensayados.
Tabla XI. Resultados del test de desinfección higiénica de las manos con el extracto
hidroalcohólico de cuproclorofilinas. .
Microorgaaismo N° ensayos N° de coloaias por placa % Efectividad
0 1-10 11-50 51-100 101-
S. aureus . 86 59 22 5* - - 94.18
E. coli 80 63 17 - - - 100
P. aeruginosa 82 54 24 4* - - 95.12
TESTPARA LA DE5INFECCIÓN QUIRÚRGICA DE LA5 MAN05
Los resultados de este test demuestran la utilidad práctica del
e^racto en la desinfección quirúrgica de las manos, con una efectividad
mayor de198% a los 5 min de exposición para los microorganismos de ensayo ^
(Tabla XII).
Tabla XII. Resultados del test de desinfección quirúrgica de las manos realizado con el
extracto hidroalcohólico de cuproclorofilinas.
Microorganísmo P° ensayos N° de colonias por placa % Efectividad
0 1-10 11-50 51-100 101-
S. aureus 86 78 7 1 - - 98.8
E. coli 85 84 1 - - - 100
P. aeruginosa 72 69 3 - - - 100
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Tabla XIII. Resultados del test de desinfección de la piel sana relizacdo con extracto
hidroalcohólico de cuproclorofilinas. .
Micioorgaaismo N° easayos N° de colonias por placa °k Efectividad
0 1-10 11-50 51-100 101-
S. aureus 90 78 12 - - - 100
E. coli 90 . 64 ^ 26 '- - - 100
P. aeruginosa 70 66 4 - - - 100
TEST DE DE5INFECCIÓN DE LA PIEL SANA
Los resultados de este test demuestran la utilidad práctica del e^rtrac-
to en la desinfección de la piel sana, con un 100% de efectividad, en un tiempo
de acción de 5 min para los tres microorganismos ensayados (Tabla XIII).
TÉST DE DE5INFECCI(N DE SUPERFICIES
En ningún caso se detectó crecimiento en los subcultivos de los
diferentes objetos-test, que fueron restos de material quirúrgico previamen-
te contaminados con suspensiones de los microoeganismos de ensayo; por lo
que se verifica la utilidad práctica del extracto en la desinfección de super-
ficieŝ , garantizando un 100% de muerte tras 1 minuto de exposición.
De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos microbiológicos
y^ los ensayos preclínicos in vivo (desinfección higiénica y quirúrgica de las
manos, desinfección de la piel sana), se verifica la utilidad práctica del
extracto hidroalcohólico de C. vulgaris como desinfectante y antiséptico.
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EFECTO DE LA CONCENTIZACION DE NITi^OGENO, LA
Ii^f^ADIANCIA ESpECT1^AL Y LA LONGITUD DE ONDA
50B12E CÉLULAS EN CULTIVO DE Dunaliella 5alína A
ESCALA DE LABOizATOf^10 .
D15EÑ0 EXI'EizIMENTAL .
Se hizo un diseño multifactorial para ensayar la influencia espectral
de la radiación, a tres niveles de irradiancia (I) y diferentes concentraciones
de nitrógeno, en cultivos de la microalga Dunaliella salina.
Se ensayó la influencia de la luz día, azul, verde, roja y del rojo lejano.
La instalación se hizo con tres lámparas fluorescentes luz día SYLVANIA
Standart F 18 / 154-T8 Daylight GER para la luz día; tres lámparas F 18 / Blue
NDL K 2M, para el azul; tres lámparas F18/Green NDL K 5F, para el verde y
tres lámparas F18/Red NDL K 3A, para el rojo; el rojo lejano se logró mediante
dos lámparas incandescentes lineales de opalina SYLVANIA/ LINENLAMPE
35W / 230V/ Z7, S 14S y tres lámparas fluorescentes luz día SYLVANIA Standart
F18/ 154-T8 Daylight GER, dispuestas de forma alterna. Las curvas de
distribución de la potencia espectral de cada una de ellas se presentan en la
Figura 11.
Para cada intervalo de longitudes de onda se establecen tres series de
cultivos con las irradiancias 35, 75 y 150 µmol m-2 s-1. La intensidad de la luz
se ajustó y se verificó durante el curso de los experimentos, mediante un
fotómetro SPER SCIENTIFIC con un fotosensor de silicona, en el punto medio
de la base de cada recipiente de cultivo. Las conversiones de lux (lx) a µmol
m-2 s-1 se hicieron según el factor de conversión de Ginsburg (Ginzburg,
1987).
En cada una de las tres series se establecen las concentraciones de
nitrato: 0, 0.5, 2.5, 5 y 7.5 mM, utilizando NaN03 como fuente de nitrógeno.
La concentración del resto de los componentes del medio no se varió en
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Figura 11. Distribución de la potencia espectral de las fuentes de luz utilizadas en los
diferentes ensayos.
ningún ensayo. En total se realizaron 75 experiencias; éstas se llevaron a
cabo por triplicado.
Los inóculos se prepararon a partir de un cultivo stock en fase
exponencial, con una concentración de nitrato de 5 mM. Previamente, los
cultivos fueron aclimatados a las condiciones de irradiancia espectral espe-
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cíficas de cada ensayo. Aunque la aclimatación a la sombra o a la luz requiere
de uno a tres días (Darley, 1987), en todos los experimentos la aclimatación
se realizó durante siete días para garantizar que el inóculo fuera recogido en
la fase exponencial del crecimiento, minimizando así el^ contenido de nitró-
geno residual. ^
Una vez fotoaclimatados los cultivos, las células fueron recogidas por
centrifugación, lavadas con solución salina a18% estéril y resuspendidas en
medio BAM (Ben-Amotz modificado) sin nitrato, para utilizarlas como inóculo.
Los cultivos se realizan en botellas de 500 ml, con un volumen de 250
ml de medio, preparándose con las concentraciones de nitrato a ensayar. La
densidad inicial en todos los casos fue de 25 x 104 cél. ml-1. Los cultivos se
mantienen aireados en una cámara de cultivo con temperatura controlada
a 18 t 2°C, bajo régimen de luz continua durante toda la experiencia. El
desarrollo de los cultivos se siguió hasta que aquellos con una concentración
de nitrato de 5 mM alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento.
Las determinaciones de la densidad celular de cada cultivo y el
análisis espectrofotométrico de pigmentos se realizaron en días alternos. La
toma de muestras se realiza durante las primeras horas de la mañana.
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CRECIMIENTO
EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE NITKATO
A partir de las curvas de crecimiento de los diferentes cultivos se hace
el ajuste teórico de las cinéticas de crecimiento a la ecuación logística,
calculando a partir de ésta la capacidad de carga de los cultivos y los
coeficientes de regresión del ajuste a la ecuación (r2) (Tabla XIV). En la Figura
12 se presenta el comportamiento de la capacidad de carga (K) con la
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Tabla XIV. Valores medios del parámetro de la función logística K, y de rz a las diferentes
concentraciones de nitrato y niveles de irradiancia, para cada intervalo de longitudes de onda
ensayado. K: capacidad de carga de los cultivos; rz: coeficiente de regresión del ajuste a la
. función logística. ^ .
35 Nmoi m''s'' 75 umol m''s'' 150 Nmol m^'s'' K^
LUZ DÍA
Conc. nitrato K r^ . K • r^ • K r^
0 47t 2.10 0.798 49t 1.31 0.801 49t 1.53 0.891 48t 1.15
0.5 67t 4.20 0.765 69t 5.02 0.960 119t 6.71 0.987 85t 29.5
2.5 121t 8.20 0.923 184t 7.90 0.976 238t 6.81 0.981 181t 58.5
5 150t 9.30 0.961 195t 6.64 0.991 256t 14.0 0.995 200t 53.2
7.5 154t 11.0 0.951 197t 7.36 0.991 247t 8.10 0.992 199t 46.5
K„^ 108t 49 139t 73 182t 93 136t ?2
LUZ AZUL
Conc. nitrato K r^ K r' K r^
0 45t 1.82 0.770 47t 2.60 0.879 48t 1.52 0.911 47t 1.52
0.5 57t 3.91 0.824 69t 10 0.888 78t 3.46 0.961 68t 10.53
2.5 78t 2.83 0.946 140t 12 0.991 179t 7.00 0.993 132t 51
5 89t 2.64 0.904 155t 12 0.989 215t 10.0 0.992 153t 63
7.5 71t 9.35 0.912 141t 10 0.986 213t 11.1 0.987 141t 71
K„^ 68t 17 110t 49 147t 78 103t 60
LUZ VERDE
Conc. nitrato K ra K r^ K ra
0 36t 1.34 0.880 48t 1.00 0.964 62t 1.52 0.912 49t 13.02
0.5 43t 0.50 0.997 57t 2.03 0.958 70t 3.46 0.955 57t 13.52
2.5 64t 1.24 0.999 117t 4.06 0.994 129t 7.00 0.985 103t 35
5 68t 3.63 0.976 136t 8.91 0.995 156t 10.0 0.996 120t 46
7.5 74t 5.92 0.964 136t 11.0 0.996 170t 11.0 0.983 126t 49
K„^ • 57t 17 99t 43 117t 49 88t 45
LUZ ROJA •
Conc. nitrato K r^ K r^ K r^
O 33t 3.11 0.710 75t 1.91 0.974 80t 1.20 0.993 63t 26
0.5 38t 1.95 0.950 104t 3.50 0.989 120t 1.43 0.993 87t 43
2.5 46t 1.92 0.980 121t 5.67 0.987 162t 4.84 0.966 110t 59
5 54t 7.51 0.987 137t 5.84 0.985 186t 18.0 0.978 125t 67
7.S 59t 1.00 0.995 138t 6.72 0.987 193t 5.07 0.996 130t 67
K^ 46t 11 115t 26 148t 48 99t 53
LUZ DIA CON ROJO LEJANO
Conc. nitrato K r^ K rz K r^
0 25t 1.41 0.504 70t 3.00 0.917 60t 4.32 0.927 52t 24
0.5 39t 2.21 0.763 91t 4.31 0.973 87t 1.40 0.980 72t 29
2.5 100t 7.00 0.910 115t 8.00 0.927 192t 4.91 0.994 136t 49
5 123t 6.02 0.953 174t 19.0 0.985 221t 7.75 0.990 172t 49
7.5 125t 6.00 0.954 170t 9.00 0.992 226t 8.64 0.984 173t 51
K,^ 82t 47.0 124t 47 157t 78 116t 63
K,^ ^ 72t 37 117t 48 150t 69
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irradiancia espectral y la concentración de nitrato, para cada intervalo de
longitudes de onda ensayado.
^ El crecimiento varía en función de la concentración de la fuente de
nitrógeno. El inócuio procede de un cultivo con una concentración de nitrato
de 5 mM, por ló que los cultivos que crecen con una concentración mayor qué
2.5 mM entran inmediatamente en crecimiento expónencial; los cultivos sin
nitrato o con una concentración de nitrato baja (0.5 mM) tienen una fase de
adaptación larga y alcanzan valores de densidad celular inferiores a los que
se obtienen en los cultivos con 2.5, 5 y 7.5 mM de nitrato (Fig. 13-17). Por lo
general, las cinéticas de crecimiento de los cultivos sin nitrato no se ajustan
^ una función logística, lo que se deduce a partir de los valores de los
coeficientes de regresión del ajuste a la ecuación (r2), que en los cultivos con
luz día a 75 µmol m-2 s-1 y 5 mM de nitrato, es de 0.991, frente a 0.801 en las
mismas condiciones pero sin nitrato (Tabla XIV). En los cultivos con 0.5 mM,
aunque los valores de r2 se acercan más a 1, de forma general, las cinéticas
de crecimiento no se ajustan a la función logística; mientras que en la
mayoría de los ensayos, las cinéticas de crecimiento de los cultivos que
crecen a 2.5, 5 y?.5 mM, sí se ajustan a dicha función. Este comportamiento
se mantiene para la mayoría de las longitudes de onda y los niveles de
irradiancia espectral ensayados.
La concentración de nitrógeno afecta la capacidad de carga (K) de los
cultivos (Tabla XIV), existiendb una fuerte correlación entre ambos. La K
aumenta proporcionalmente con la concentración de nitrato hasta la concen-
tración 5 mM; sin embargo, no se detectan diferencias significativas entre
los valores alcanzados a 5 y 7.5 mM, mientras que sí se detectan entre los
,
valores obtenidos a 0 y 0.5 mM entre sí, y respecto a 2.5, 5 y 7.5 mM, y entre
2.5 mM y las concentraciones 5 y?.5 mM de nitrato.
En los cultivos con luz día a 75 µmol m-2s- i, los valores varian desde 49t
1.31 en ausencia de nitrato hasta 197t 7.36 a 7.5 mM. Si se comparan las
medias obtenidas, independientemente de la irradiancia espectral, para
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Tabla XV. Variaĉión de las tasas de crecimiento N(divisiones día-') con la concentración
de nitrato, a diferentes longitudes de onda y niveles de in•adiancia espectral.
LUZ DÍA
Conc. nitrato 35Nmo1 m''s'' 75Nmol m-?s'' 1 SONmoI m''s'' u ,^;,
0 0.117t 0.02 0.127t 0.09 ^ 0.163t 0.02 0.136t 0.02
0.5 . 0.191t 0.01 0.183t 0.12 0.234t 0.00 0.203t 0.03
2.5 0.183t 0.05 0.231t 0.02 0.360t 0.05 0.258t 0.09
5 0.195t 0.10 0.309t 0.01 0.366t 0.02 0.290t 0.09
7.5 . 0.186t 0.00 0.305t 0.05 0.349t 0.09 0.280t 0.08
N,,,^ 0.174t 0.03 0.231t 0.08 0.294t 0.09 0.224t 0.08
LUZ AZUL ^
Conc. niirato 35Nmo1 m''s'' 75Nmol m-'s' 150Nmol m''s'' N^
0 0.119t 0.01 0.174t 0.08 0.231t 0.00 0.175t 0.06
0.5 0.143t 0.15 0.196t 0.12 0.244t 0.00 0.194t 0.05
2.5 0.154t 0.02 0.210t 0.00 0.265t 0.15 0.210t 0.06
5 0.187t 0.13 0.272t 0.00 0.326t 0.03 0.262t 0.07
7.5 0.190t 0.02 0.289t 0.03 0.339t 0.01 0.273t 0.08
N„^ 0.159t 0.03 0.228t 0.05 0.281 t 0.05 0.220t 0.07
LUZ VERDE
Conc. nitrato 35Nmo1 m''s'' 75Nmol m-^s'' 150Nmol m'^s-' N„^
0 0.152t 0.02 0.168t 0.00 0.215t 0.12 0.178t 0.03
0.5 0.151t 0.01 0.179t 0.00 0.230t 0.00 0.187t 0.04
2.5 0.181t 0.05 0.214t 0.00 0.221t 0.02 0.205t 0.02
5 0.183t 0.10 0.225t 0.09 0.238t 0.03 0.215t 0.03
7.5 0.191t 0.00 0.236t 0.04 0.253t 0.00 0.227t 0.03
u,,,^ 0.171 t 0.02 0.204t 0.03 0.231 t 0.01 0.201 t 0.03
LUZ ROJA .
Conc. nitrato 35Nmol m'^s'' 75Nmol m''s'' 150Nmo1^m'^s''• N^
0 O.100t 0.01 0.107t 0.19 • 0.211t 0.02 ^ 0.139t 0.06
0.5 O.lllt 0.01 0.132t 0.10 0.230t 0.00 0.158t 0.06
2.5 0.140t 0.15 0.169t 0.02 0.260t 0.00 0.190t 0.06
5 0.140t 0.00 0.178t 0.01 0.261t 0.09 0.193t 0.06
7.5 0.148t 0.05 0.178t 0.01 0.277t 0.02 0.201t 0.07
N,^ 0.127t 0.02 0.1 52t 0.03 0.247t 0.02 0.170t 0.06
LUZ DÍA CON ROJO LEJANO
Conc. nitrato 35Nmol m''s'' 75Nmol m'as'' I SONmoI m-'s'' N^
0 0.185t 0.00 0.186t 0.04 0.226t 0.01 0.199t 0.02
0. 5 0.190t 0.00 0.297t 0.16 0.321 t 0.00 0.269t ^ 0.07
2.5 0.212t 0.00 0.410t 0.02 0.408t 0.02 0.343t 0.11
5 0.244t 0.01 0.477t 0.00 0.468t 0.00 0.396t 0.13
7.5 0.231t 0.11 0.487t 0.00 0.553t 0.05 0.424t 0.17
u,^ 0.212t 0.03 0.371 t 0.13 0.395t 0.13 0.321 t 0. I3
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cada concentración de nitrato a las longitudes de onda ensayadas, las
variaciones de la K con la concentración de nitrato son: de 48t 1.15 a 199t
46.5, en luz día; de 47t 1.52 a 141t 71, en luz azul; de 49t 13.02 a 126t 49, en
luz verde; de 63t 26 a 130t 67 en luz roja, y de 52t 24 a 173t 51 en luz día con
rojo lejano (Tabla XIV). . . ^
La concentración de nitrato afecta, además, a la tasa de crecimiento
de los cultivos de forma significativa, existiendo correlación entre ambos
para la mayoría de los ensayos (Tabla X^. Durante el crecimiento exponencial,
los cultivos con una concentración de nitrato mayor o igual a 2.5 mM, crecen
con tasas significativamente superiores respecto a los establecidos a 0 y 0.5
mM de nitrato; existen, además, diferencias significativas entre las tasas
alcanzadas a 2.5 mM respecto a 5 y?.5 mM, y entre 0 y 0.5 mM entre sí (Tabla
X^ . Por lo que, de forma general, la µ sigue el mismo comportamiento que la
K. En luz día a 75 µmol m-2 s-1, los valores de µ varían desde 0.127t 0.09
(divisiones día-1) en ausencia de nitrato, hasta 0:305t 0.05 div. día-1 a 7.5 mM;
mientras que a 0.5 y 2.5 mM se obtienen valores de 0.183t 0.12 y 0.231t 0.02
div. día-1, respectivamente (Tabla X^.
Teniendo en cuenta el comportamiento de las células en cultivo a las
diferentes concentraciones de nitrato ensayadas, puede hablarse de cultivos
con una inhibición total del crecimiento por ausencia de la fuente de
nitrógeno; cultivos con una inhibición parcial del crecimiento por tener á una
concentración de nitrato limitante, y cultivos con un crecimiento más o
menos favorecido por concentraciones de nitrato aceptables o idóneas.
Asimismo, las concentraciones 5 y?.5 mM tienen efectos similares sobre el
crecimiento de las células en cultivo de D. salina.
EFECTO DE LA INTEN5IDAD DE LUZ
El crecimiento difiere también en función de la irradiancia espectral.
Los valores de K y µ obtenidos con las tres irradiancias ensayadas difieren
significativamente entre sí. De forma general, un aumento de la irradiancia
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Figura 12. Comportamiento de la capacidad de carga (K) de los cultivos de Dunaliella
salina en función de la concentración de nitrato, la longitud de onda y la irradiancia espectral
a) 35 b) 75 y c) 150 Nmol m-2 s-'.
hasta 150 µmol m-z s-1 favorece el crecimiento de los cultivos, existiendo una ^
alta correlación entre este factor y los dos parámetros del crecimiento
estudiados. Por otra parte, las cinéticas de crecimiento de los cultivos con 150
µmol m-2 s-1 tienen un mejor ajuste a la función logística que los de 75 µmol
m-2 s-1; éstos a su vez, tieñen valores de r2 más próximos a 1 que los cultivos
con 35 µmol m-2 s-1 (Tabla XIV, Fig. 12).
En condiciones de luz día, los valores medios de K obtenidos varían
independientemente de la concentración de n'itrato, desde 108t 49 hasta
182t 93, cuando la irradiancia aumenta desde 35 hasta 150 µmol m-z s-1. Para
el resto de las longitudes de onda los valores varían desde 68t 17 hasta 147t
78 en luz azul; desde 57t 17 hasta 117t 49 en luz verde; desde 46t 11 hasta
148t 48 en luz roja, y desde 72t 37 hasta 150t 69 en luz día con rojo lejano
(Tabla XIV) .
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EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA
•
. La longitud de onda afecta significativamente la capacidad de carga de
los cultivos, existiendo diferencias significativas entre la luz día (K,,,^^ = 136t
72), donde se obtienen los máximos valores de este parámetro, y el resto de ^
las longitudes de onda ensayadas; y éntre los valores obtenidos en los cultivos
con luz día más el componente rojo lejano (K„^^;a = 116t 63), y los que se
obtienen en luz verde (K„^^ = 88t 45) y luz roja (K,^,^d;^ = 99t 53) (Tabla XIV).
Los mayores valores de K se alcanzan en luz día, seguido por la luz día
enriquecida con rojo lejano, la luz azul, roja y verde (DL > FR > BL > RL > GL)
(Tabla XIV; Fig. 12).
Respecto a la tasa de crecimiento, existen diferencias significativas
entre los valores que se alcanzan en luz día enriquecida con rojo lejano (µ„^^
= 0.321t 0.13 div. día-1) y el resto de las longitudes de onda, detectándose los
mínimos valores en condiciones de luz roja (µ,^^Q = 0.170t 0.06 div. día-1),
éstos son a su vez, significativamente diferentes de los valores que se
obtienen en el resto de los ensayos. Además, se detectan diferencias
significativas entre los valores de µ que se alcanzan en luz día (µ„^d;^ = 0.224t
0.08 div. día-1) y los cultivos con luz verde (µ„^dtQ = 0.201t 0.03 div, día-1). Las
mayores tasas de crecimiento se alcanzan en luz día enriquecida con rojo
lejano, seguido por la luz día, la luz azul, la luz verde y la luz roja (FR > DL > BL
> GL > RL) (Tabla XIV).
De forma general, los mayores valores de los parámetros del creci-
miento estudiados se alcanzan a 150 µmol m-2 s-1, en los cultivos con 5 ó 7.5
mM de nitrato en condiciones de luz día.
Por otra parte, desde el punto de vista estadístico, existe interacción
entre la longitud de onda y la^ concentración de nitrato, así como entre la
irradiancia espectral y la concentración de nitrato (P = 0.001; P= 0.07), tanto
para la K(P = 0.07) como para la µ(P < 0.01); mientras que la interacción entre
la irradiancia y la longitud de onda sólo se manifiesta para la µ(P = 0.001). Sin
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embargo, no hay interacción entre los tres factores analizados para ninguno
de los parámetros del crecimiento.
Si se hace el análisis del efecto de los diferentes factores ensayados
para cada longitud de onda se observa que, aunque existe un comportamiento
general, hay particúlaridades para cada intervalo del espectro visible.
Luz día
La concentración de nitrato afecta por igual la capacidad de carga y las
tasas de crecimiento en luz día. Existen diferencias significativas entre los
cultivos con 0 y 0.5 mM entre sí, y respecto a los que tienen una concentración
de nitrato mayor o igual a 2.5 mM (Tabla XN-XV). Respecto a la irradiancia
espectral, los valores de K que se alcanzan con 35 y ^5 µmol m-2 s-1, son
significativamente menores que los alcanzados con 150 µmol m-2 s-1. Mien-
tras que los valores de las tasas de crecimiento que se alcanzan a los tres
niveles de irradiancia espectral difieren signif cativamente entre sí (Tabla
XIV-X^.
Los cultivos con 0 y 0.5 mM entran en fase estacionaria entre el sexto
y octavo día, obteniéndose en estas condiciones densidades celulares meno-
res o iguales que 100 x 104 cél. ml-1(Fig. 13). Con el aumento de la irradiancia,
aumentan las diferencias en cuanto a densidad celular de los cultivos con la
concentración de nitrato. Las máximas densidades celulares se alcanzan a
7.5 mM de nitrato con 150 µmol m-2 s-1, con valores mayores de 225 x 104 cél.
ml-1. Sin embargo, no existen grandes diferencias entre los valores que se
alcanzan con 2.5, 5 y 7.5 mM.
Luz azul
En condiciones de luz azul las diferencias son significativas entre los
valores de K obtenidos en los cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrato, respecto a 2.5,
5 y?.5 mM; mientras que las tasas de crecimiento alcanzadas en los cultivos
con 0, 0.5 y 2.5 mM, difieren significativamente de las que se alcanzan a 5
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Figura 13. Curvas de crecimiento de los cultivos de Dunaliella salina establecidos en
condiciones de luz día a las concentraciones de nitrato: 0, 0.5, 2.5, 5 y 7.5 mM, y los niveles
de irradiancia espectral a) 35 b) 75 y c) 150 ^mol m-z s-'.
y 7.5 mM. Respecto a la irradiancia espectral, tanto los valores de K como de
µ que se alcanzan con las diferentes irradiancias ensayadas difieren
significativamente entre sí (Tabla XIV-X^.
Los cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrato entran en fase estacionaria
entre el cuarto y octavo día, obteniéndose en estas condiciones densidades
celulares mínimas (<100 x 104 cél. ml-1). Los valores •de densidad celular que
se obtienen a 5 y 7.5 mM son prácticamente i,dénticos;^ obteniéndose con
estas concentraciones los máximos valores (200 x 104 cél. ml-1) (Fig. 14). Con
el aumento de la irradiancia se hace más evidente el efecto de la ausencia
y el déficit de nitrato; sin embargo, se observa muy poca diferencia entre las
densidades qúe se alcanzan con 2.5 mM, respecto a 5 y 7.5 mM.
Luz verde
En luz verde la K y la µ varían con la concentración de nitrato,
existiendo diferencias significativas entre los valores obtenidos a 0 y 0.5 mM
y el resto de las concentraciones ensayadas, además, entre los cultivos con
- 127 -
Cultivo y aplicacione5^de D. salina y C. vulgaris en Cuba
250
X
...^
^ 150
^
^i
^ 100
,^
a
oomM
o05mM
o25mM
o5mM
•75mM
250,
r. 20
^
^
X
`^ 150 7
^
^i
^ 100 -,
.^
^^^
u
, ^- --a^/, ^- 50 ^
^%^-^
^
-- - -r^ ^ ^^ ^ 02 4 6 8 10 12 0
día5
0 0 mM
o05mM
0 25 mM
o5mM
• 75 mM
b
2 4 6 8 10 12
día5
Q i-^^ r^-^
0 2 4 6 8 10 12
día5
Figura 14. Curvas de crecimiento de los cultivos de Dunaliella salina establecidos en
condiciones de luz azul a las concentraciones de nitrato: 0, 0.5, 2.5, 5 y 7.5 mM y los niveles
de irradiancia espectral a) 35 b) 75 y c) 150 Nmol m-2 s-'.
2.5 y?.5 mM de nitrato. Respecto a la irradiancia espectral, existen diferen-
cias entre los valores de K y µ alcanzados a los tres niveles ensayados.
Los cultivos con 0 y 0.5 mM entran en fase estacionaria entre el sexto
y el octavo día. Las máximais densidades celulares se alcanzan a 7.5 mM en
los cultivos con 150 µmol m-2 s-1, con valores alrededor de los 175 x 104 cél. ml-
1. Asimismo, las densidades celulares alcanzadas a 0 y 0.5 mM son muy bajas
(75 x 104 cél. ml-1). Con el aumento de la irradiancia aumentan las diferen- ^
cias en cuanto a densidad celular entre los cultivos con una concentración
de nitrato mayor o igual a 2.5 mM.
De forma general en luz verde se alcanzan densidades celulares bajas,
respecto al resto de las longitudes de onda (Fig. 15).
Luz roja .
En los cultivos establecidos en condiciones de luz roja existen diferen-
cias significativas entre los valores de K que se alcanzan con 0 mM de nitrato,
- 128 -
Experienciasy Resultado5
•
^ ^p 2 4 6 8 1012 b 2 4 6 8 1012
día5 día5
^ Ó 2 4 6 8 1012
día5
Figura 15. Curvas de crecimiento de los cultivos de Dunaliella salina establecidos en
condiciones de luz verde a las concentraciones de nitrato: 0, 0.5, 2.5, 5 y 7.5 mM y los niveles
de irradiancia espectral a) 35 b) 75 y c) 150 Nmol m-2 s-'.
respecto al resto de las concentraciones ensayadas, y entre 0.5 mM, y las
concentraciones 5 y 7.5 mM; por otra parte, existen diferencias significativas
entre las tasas que se alcanzan a 0 mM, respecto a 2.5, 5 y 7.5 mM, además
entre 0.5 mM y?.5 mM. En relación cori la irradiancia espectral existen
diferencias significativas entre los valores de K y µ que se alcanzan con las
tres irradiancias ensayadas (Tabla XIV-X^.
Los cultivos .con 0 y 0.5 mM entran en fase estacionaria a partir del
décimo día de cultivo cuando la irradiancia es mayor o igual que 75 µmol m-
2 s-1. Las máximas densidades celulares se alcanzan con 2.5, 5 y 7.5 mM de
nitrato en los cultivos con 150 µmol m-2 s-1 (175 x 104 cél. ml-1). En general,
a partir de los 2.5 mM se alcanzan prácticamente los mismos valores de
densidad celular en estas condiciones de luz (Fig. 16).
Con la menor irradiancia ensayada (35 µmol m-2 s-1) se obtienen
valores de densidad celular muy bajos (Fig. 16); en estas condiciones la
concentración de nitrato no tiene un efecto significativo. A medida que
aumenta la irradiancia se hace más evidente el efecto de las bajas concen-
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Figura 16. Curvas de crecimiento de los cultivos de Dunaliella salina establecidos en
condiciones de luz roja a las concentraciones de nitrato: 0, 0.5, 2.5, 5 y 7.5 mM y los niveles
de in•adiancia espectral a) 35 b) 75 y c) 150 Nmol m-2 s-'.
traciones o la ausencia de nitrato sobre la densidad celular de los cultivos; en
estas condiciones se obtienen valores mínimos (< 100 x 104 cél. ml-1).
Luz día con rojo lejano
En luz día con rojo lejano existen diferencias significativas entre los
valores de K obtenidos en los cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrato, respecto a 2.5,
5 y 7.5 mM, y entre 2.5 mM; y las concentraciones de nitrato 5 y 7.5 mM. En
estas condiciones existen diferencias significativas entre las tasas de
crecimiento que se alcanzan en los cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrato entre
sí, y respecto al resto de las concentraciones ensayadas, además, entre 2.5
mM y 7.5 mM. Respecto a la irradiancia espectral, existen diferencias
significativas entre los valores de K que se alcanzan a los tres niveles
ensayados; mientras que las tasas alcanzadas a 35 µmol m-2 s-1 difieren
significativamente del resto. ^
Los cultivos con 0 y 0.5 mM alcanzan la fase estacionaria entre el
sexto y el octavo día; con estas concentraciones se obtienen densidades
.celulares mínimas, alrededor de 75 x 104 cél. ml-1 (Fig. 1?).
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Figura 17. Cunras de crecimiento de los cultivos de Dunaliella salina establecidos en
condiciones de luz día con rojo tejano a las concentraciones de nitrato: 0, 0.5, 2.5, 5 y 7.5 mM
y los niveles de irradiancia espectral a) 35 b) 75 y c) 150 Nmol m-z s-'.
A medida que aumenta la irradiancia se hace más evidente el efecto
de las bajas concentraciones o la ausencia de nitrato sobre la densidad
celular de los cultivos. Por otra parte, la concentración 2.5 mM comienza a ser
limitante para el crecimiento a partir de los ?5 µmol m-2 s-1. Las máximas
densidades celulares se alcanzan indistintamente con 5 y 7.5 mM a 150 µmol
m-2 s-1 (200 x 104 cél. ml-1).
COMPOSICIÓN CELULAR
. PIGMENT05
Los valores de la concentración de pigmentos (carotenoides y clorofila
a) por célula, al inicio de la fase estacionaria, se calculan a partir de los
resultadoŝ del análisis espectrofotométrico (Tablas XVI-XVII). En cada caso se
evaluó la evolución del contenido celular de carotenoides a lo largo del cultivo,
para cada concentración de nitrato y nivel de irradiancia ensayados.
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Tabla XVI. Concentracibn celular de carotenoides (Car) al inicio de la fase estacionaria
en pg cél.-' a diferentes irradiancias y longitudes de onda en los cultivos de Dunaliella salina.
LUZ DIA .
Conc. nitrato 35Nmol m'?s'' 75Nmol m''s'' 1 SOpmol m'as'' Car^
0 13.96t 0.06 19.26t 0.04 28.32t 0.06 20.51t 7.26
0.5 8.42t 0.16 15.43t 0.03 23.22t 1.31 15.69t 7.40
2.5 ^ 2.02t 0.05 5.60t 0.01 6.57t 0.22 4.73t 2.40
5 1.46t 0.00 3.30t 0.04 5.83t 0.11 3.53t 2.19
7.5 1.40t 0.00 3.73t 0.04 4.lOt 0.67 3.07t 1.46
Car„^ 5.45t 5.60 9.46t ?.37 13.61t 11.28 9.71t 8.53
LUZ AZUL
Conc. nitrato 35Nmol m''s-' 75Nmol m'^s'' 150Nmol m''s'' Car^
0 9.04t 0.92 16.SOt 2.10 22.33t 0.06 15.95t 6.66
0.5 3.08t 0.14 13.88t 0.53 21.93t 1.31 12.96t 9.45
2.5 1.97t 0.11 3.08t 0.00 6.80t 0.22 3.95t 2.53
5 1.93t 0.00 1.70t 0.01 4.71t 0.11 2.78t 1.68
7.5 1.87t 0.00 1.65t 0.00 4.12t 0.67 2.SSt 1.37
Car„^ 3.58t 3.09 7.36t 7.23 11.98t 9.32 7.69t 7.43
LUZ VERDE
Conc. nitrato 35Nmol m'as'' 75Nmol m'as-' 150Nmol m^s'' Car„^
0 6.81t 0.63 21.15t 0.00 23.33t 0.00 17.13t 8.92
0.5 2.02t 1.02 9.83t 0.00 12.16t 2.29 8.OOt 5.31
2.5 1.21t 0.55 3.92t 0.00 6.20t 0.70 3.77t 2.50
5 0.99t 1.32 1.92t 0.07 3.64t 0.36 2.18t 1.34
7.5 1.15t 0.05 1.77t 0.00 2.55t 0.22 1.82t 0.70
Car„^ 2.44t 2.47 7.72t 8.19 9.58t 8.54 6.61t 7.18
LUZ ROETA
Conc. nitrato 35Nmol m''s-' 75Nmol m'^s-' 150Nmol m-?s'' Car,^
0 8.21t 0.19 11.61t 1.84 12.37t 2.23 10.73t 2.21
0.5 6.lOf 0.21 6.39t 1.55 . 9.04t 1.85 7.17t 1.62
2.5 4.02t 0.37 4.09t 0.85 5.50t 0.00 ^^ 4.53t 0.84
5 3.25t 0.00 3.81t 0.19 4.24t 0.26 3.76t 0.50
7.5 3.46t 0.00 3.79t 0.00 4.OOt 0.00 3.75t 0.27
Car „^ S.OOt 2.11 5.93t 3.35 7.03t 3.60 6.02t 2.99
LUZ DIA CON RQIO LEJANO
Conc. nitrato 35umol m''s'' 75Nmol m''s'' 150Nmo1 m''s-' Car„^
0 18.30t 0.05 24.13t 1.54 32.77t 0.28 25.06t ĵ .28
0. 5 9.52t 0.02 16.38t 10.03 25.OOt 0.20 16.97t ?.76
2.5 4.Olt 0.02 5.43t 0.00 7.18t 0.12 5.54t 1.59
5 1.86t 0.00 4.14t 0.00 7.08t 0.05 4.36t 2.62
7.5 1.91t 0.04 4.13t 0.00 6.58t 0.02 ^ 4.20t 2.34
Car „^ 7.12t 6.98 10.84t 9.03 15.72t 12.32 11.51 t 9.69
Car „^ ^ 4.72t 4.41 8.26t 6.89 11.58t 9.22
E^erienciae y ReSUltadoe
CAROTENOIDES
EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE NITRATO
•
La concentración de nitrato afecta significativamente el contenido
celular de carotenoides, existiendo una correlación negativa entre ambos. En
general, se alcanzan valores significativamente mayores con 0 y 0.5 mM,
respecto al resto de las concentraciones ensayadas (Tabla XVI); se detectan,
además, diferencias significativas entre los valores alcanzados en los culti-
vos sin nitrato, y los que se establecen a 0.5 mM.
En luz día a 75 µmol m-2 s-1 se alcanzan concentraciones de 3.73t 0.04
pg cél.-1 a 7.5 mM, mientras que en ausencia de nitrato se obtienen
concentraciones celulares de carotenoides hasta de 19.26t 0.04 pg cél.-1; a
0.5 mM se obtienen concentraciones de 15.43t 0.03 pg cél.-1 (Tabla XVI).
El efecto de la concentración de nitrato sobre la composición celular
de carotenoides tiene un comportamiento similar para los diferentes ensa-
yos realizados. En luz día la variación de la concentración celular de
carotenoides con la concentración de nitrato, de 7. 5 a 0 mM, fue de 3.07t 1.46
a 20.51t 7.26 pg cél.-1; en condiciones de luz azul, de 2.55t 1.3? a 15.95t 6.66
pg cél.-1; en luz verde de 1.82t 0.70 a 17.13t 8.92 pg cél.-1; en luz roja de 3.75t
0.27 a 10.73t 8.92 pg cél.-1; y en luz día enriquecida con rojo lejano, de 4.20t
2.34 a 25.06t ?.28 pg cél.-1 (Tabla X^II).
En relación con el tiempo, la variación de la composición celular de
carotenoides comienza a ser significativa entre el tercer y quinto día de
cultivo, siendo máxima entre el décimo y el duodécimo día. Este efecto puede
observarse a simple vista a partir del tercer día, por la coloración anaranjada
de los cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrato (Fig. 18). De forma general, hay un
aumento significativo en la concentración de carotenoides al final de la fase
exponencial del crecimiento.
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Figura 18. Cultivos de Dunaliella salina con 75 Nmol m-z s-' de luz día, a 0, 0.5, 2.5, 5 y 7.5
mM de nitrato. Tercer día de cultivo.
EFECTO DE LA INTEN5IDAD DE LUZ
La irradiancia afecta el contenido celular de carotenoides, detectán-
dose diferencias significativas entre los valores que se obtienen a los tres
niveles ensayados; Existe, además, una alta correlación entre ambos.
En condiciones de luz día la concentración de carotenoides varía desde
5.45t 5.60 hasta 13.61t 9.32 pg cél.-1, cuando la irradiancia aumenta desde
35 hasta 150 µmol m-2s-1 (Tabla XVI). Este comportamiento se mantiene en
el resto de las longitudes de onda para todas las concentraciones de nitrato
ensayadas. En luz azul los valores varían desde 3.58t 3.09 hasta 11.98t 9.32
pg cél.-1; en luzverde, desde 2.44t 2.47 hasta 9.58t 8.54t 8.54 pg cél.-1; en luz
roja, desde S.OOt 2.11 hasta 7.03t 3.60 pg cél.-1; y en luz día enriquecida con
rojo lejano, varía desde 7.12f 6.98 hasta 15.72f 12.32 pg cél.-1 (Tabla XVI).
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EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA
De forma general, las mayores concentraciones celulares de
carotenoides se obtienen en luz día con rojo lejano (Carm^;^ = 11.51 t 9.69 pg
cél.-1), valores que difieren significativamente de los que se obtienen en luz
azul (CarIIfed;^ = 7.69 t 7.43 pg cél.-1), luz verde (Car^^;^ = 6.6^1 t 7.18 pg cél.-
1), y luz roja (Car,^^;^ = 6.02 t 2.29 pg cél.-1). Por otra parte, existen diferencias
significativas entre los valores que se alcanzan con luz día (Carm^;^ = 9.? 1 t
8.53 pg cél.-1) y los obtenidos con luz verde y luz roja (FR > DL > BL > GL > RL)
(Tabla XVI).
Los mayores valores en cuanto concentración de carotenoides por
célula se obtienen normalmente en los cultivos sin nitrato y 150 µmol m-z s-
1 de luz día con rojo lejano. Sin embargo, si se analiza cada intervalo de
longitudes de onda, los factores ensayados (concentración de nitrato e
irradiancia) no afectan de igual forma este parámetro.
Luz día
En luz día existen diferencias significativas entre las concentracio-
nes celulares de carotenoides alcanzadas a 0 y 0.5 mM entre sí, y respecto al
resto de las concentraciones ensayadas. Respecto a la influencia de la
irradiancia, existen diferencias significativas entre los valores obtenidos a
los tres niveles ensayados (Fig. 19). ^ ^
A medida que aumenta la irradiancia disminuyen las diferencias
entre las concentraciones de carotenoides por célula en los cultivos con 0 y
0.5 mM de nitrato. La acumulación de carotenoides comienza a ser importan-
te al final de la fase e^onencial de crecimiento.
Luz azul
En luz azul existen diferencias significativas entre los cultivos
establecidos a 0 y 0.5 mM, y las concentraciones 2.5, 5 y 7.5 mM de nitrato.
Respecto a la influencia de la irradiancia, existen diferencias significativas
- 135 -
Cultivo y aplicaciones de D. salina y C. vulgaris cn Cuba
60 60
/
^^'._^^--.^__^_-,i
.^-.^-.^s-^---^---^-^---^8
,^;
U
, ►_^T1 r^10 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12 Ó 2 4 6 8 10 12
día5 día5 día5
Figura 19. Evolución del contenido celular de carotenoides con el tiempo en los cultivos
de Dunaliella salina con luz día a las concentraciones de nitrato: 0, 0.5, 2.5, 5 y 7.5 mM, y los
niveles de irradiancia espectral a} 35 b) 75 c} 150 Nmol m-2 s-'.
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Figura 20. Evolución del contenido celular de carotenoides con el tiempo en los cultivos
de Dunaliella salina con luz azul a las concentraciones de nitrato: 0, 0.5, 2.5, 5 y 7.5 mM, y los
niveles de irradiancia espectral a) 35 b) 75 c) 150 Nmol m-z s-'.
entre los valores obtenidos a los tres niveles ensayados (Fig. 20). Los valores
obtenidos con 0 y 0.5 mM de nitrato son prácticamente idénticos a partir de
los 75 µmol m-2 s-1.
Luz verde
En los cultivos con luz verde existen diferencias significativas entre
los valores alcanzados a 0 y 0.5 mM de nitrato entre sí, y respecto al resto de
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Figura 21. Evolución del contenido celular de carotenoides con el tiempo en los cultivos
de Dunaliella salina con luz verde a las concentraciones de nitrato: 0, 0.5, 2.5, 5 y 7.5 mM, y
los niveles de in-adiancia espectral a) 35 b) 75 c) 150 Nmol m-2 s-'.
las concentraciones ensayadas. Respecto a la irradiancia, las diferencias se
detectan entre 35 µmol m-2s-1 y el resto de los niveles ensayados (Fig. 21). Las
mayores concentraciones de carotenoides por célula se alcanzan en los
cultivos sin nitrato.
^ Luz roja
En condiciones de luz roja se detectan diferencias significativas entre
los cultivos con 0 y 0.5 mM, y las concentraciones 2.5, 5 y 7.5 mM de nitrato;
además, entre los valores obtenidos en los cultivos con 2.5 mM, respecto a 5
y 7.5 mM. En relación con la irradiancia, existen diferencias significativas
entre los valores alcanzados en el primer y último nivel ensayados (Fig. 22).
En estas condiciones se obtienen las menores concentraciones de
carotenoides por célula.
Luz día con rojo lejano
Existen diferencias significativas entre los valores alcanzados a 0 y
0.5 mM de nitrato entre sí, y respecto al resto de las concentraciones
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Figura 22. Evolución del contenido celular de carotenoides con el tiempo en los cultivos
de Dunaliella salina con luz roja a las concentraciones de nitrato: 0, 0.5, 2.5, 5 y 7.5 mM, y los
niveles de irradiancia espectral a) 35 b) 75 c) 150 Nmol m-2 s-'.
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Figura 23.^ Evolución del contenido celular de carotenoides con el tiempo en los cultivos
de Dunaliella salina con luz día con rojo lejano a las concentraciones de nitrato: 0, 0.5, 2.5,
5 y 7.5 mM, y los niveles de irradiancia espectral a) 35 b} 75 c) 150 Nmol m-2 s-'.
ensayadas. En relación con la irradiancia, existen diferencias significativas
entre las concentraciones que se alcanzan a 150 µmol m-2 s-1 y resto de las
irradiancias ensayadas. Con esta longitud de onda se alcanza los mayores
valores celulares de carotenoides.
- 138 -
Experienciasy Resultado5
CLOROFILAS
EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE NITRATO
•
Lá concentración de nitrato afecta la concentración de clorofila a por
célula, ^ existiendo una correlación positiva entre ambos (Tabla XVII). De
forma general, existen diferencias significativas entre los valores alcanza-
dos^ en los cultivos con 0 y 0.5 mM entre sí, y respecto a los que tienen una
concentración de nitrato mayor o igual a 2.5 mM, y entre los valores
alcanzados a 2.5 mM, respecto a 5 y 7.5 mM.
En luz día a 75 µmol m-2 s-1, los valores medios de la concentración
celular de clorofila a varían con la concentración de nitrógeno, desde 0 a 7.5
mM, independientemente del nivel de irradiancia, desde 7.llt 2.39 hasta
9.59t 1.02 pg cél.-1; mientras que en luz azul las variaciones son desde 3.89t
0.89 hasta 7.27t 3.34 pg cél.-1; en luz verde de 6.51t 0.89 a 8.89t 1.44; en luz
roja de S.OSt 2.12 a 7.74t 2.64 pg cél.-1; y en luz día con rojo lejano de 3.SOt
1.83 a 6.94t 2.46 pg cél.-1 (Tabla XVII).
EFECTO DE LA INTEN5IDAD DE LUZ
La irradiancia afecta el contenido de clorofila a por célula; se detectan
diférencias signif'icativas entre los valores obtenidos a los tres niveles
ensayados observándose, de forma general, una alta córrelación negativa
entre ambos (Tabla XVII).
En los cultivos establecidos en condiciones luz día, el contenido
celular de clorofila a varía desde 10.09t 0.70 hasta 6.92t 1.77 pg cél.-1, cuando
la irradiancia aumenta de 35 a 150 µmol m-2 s-1. En luz azul los valores varían
desde 8.27t 3.21 hasta 3.98t 0.65 pg cél.-1; en luz verde, desde 8.13t 0.8?
hasta ?.OOt 0.89 pg cél.-1; en luz roja, desde 8. S l t 0.90 hasta 4.26t 0.70 pg cél.-
1; y en luz día enriquecida con rojo lejano, desde 6.86t 1.70 hasta 3.55t 0.61
pg cél. -1 (Tabla XVII) .
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Tabla XVII. Concentración celular de clorofila a(Chl) a al inicio de la fase estacionaria en
pg cél.-' a diferentes irradiancias y longitudes de onda en los cultivos de Dunaliella salina.
LUZ D1A
Conc. nitrato 35Nmol m aŝ ' 75Nmol m^ŝ' 150Nmol m'ŝ ' Chl
0 8.96t 0.00 7.96t 0.00 4.42t 0.04 7.llt 2.39
0.5 10.0.Ot 0.00 8.OOt 0.11 5.86t 0.15 7.95t 2.07
2.5 10.15t 0.16 8.53t 0.40 7.34t 0.51 8.67t 1.41
5 10.66t 0.01 8.89t 0.00 8.32t 0.31 9.29t 1.22
7.5 10.68t 0.01 9.45t 0.08 8.65t 0.60 9.59t 1.02
Chl 10.09t 0.70 8.57t 0.63 6.92t 1.77 8.52t 1.01
m^
LUZ AZUL
Conc. nitrato 35Nmol m^ŝ ' 75Nmol m'ŝ' I SONmoI m^ŝ ' Chl
^
0 4.55t 0.00 4.25t 0.25 2.88t 1.04 3.89t 0.89
0.5 5.03t 0.12 4.33t 0.11 3.92t 1.56 4.42t 0.56
2.5 9.90t 0.32 6.03t 0.00 4.Slt 0.25 6.81t 2.78
5 11.01t 0.00 6.15t 0.04 4.27t 0.06 7.14t 3.48
7.5 10.88t 0.00 6.64t 0.00 4.30t 0.07 7.27t 3.34
Chl 8.27t 3.21 5.48t 1.11 3.98t 0.65 6.01t 2.61
LUZ VERDE
Conc. ni#rato 35Nmol m'ŝ ' 75Nmol m^ŝ ' 150Nmol m'ŝ ' Chl
^
0 7.40t 0.87 6.53t 0.00 5.61t 0.02 6.51t 0.89
0. 5 7.71 t 1.56 8.OOt 0.00 7.74t 0.00 7.81 t 0.15
2.5 7.76t 2.16 8.87t 1.44 6.70f 0.00 7.78t 1.08
5 8.16t 2.24 9.89t 0.29 7.72t 1.60 8.59t 1.15
7.5 9.60t 1.39 9.84t 0.00 7.23t 0.62 8.89t 1.44
Chl 8.13t 0.87 8.63t 1.41 7.OOt 0.89 8.OOt 1.22
LUZ ROJA .
Conc. nitrato 35Nmol m'ŝ' 75Nmol m'ŝ' 1 SO,umol m^ŝ' Chi
^^
0 7.44t 0.23 4.36t 2.86 3.37t 1.58 S.OSt 2.12
0.5 8.OOt 0.39 5.09t 0.16 3.65t 0.13 5.58t 2.21
2.5 8.25t 0.68. 6.29t 0.00 4.69t 0.01 6.41t 1.78
5 9.40t 0.00 8.79t 0.12 4.89t 0.06 7.69t 2.45
7.5 9.50t 0.00 9.03f 0.00 4.71t 0.00 7.74t 2.64
Chl 8.51t 0.90 6.71t 2.12 4.26t 0.70 6.62t 2.22
m^
LUZ DIA CON ROJO LEJANO
Conc. nitrato 35Nmol m'ŝ ' 75Nmol mZŝ ' 150Nmol maŝ ' Chl
^
0 5.59t 0.09 2.22t 0.00 2.69t 0.07 3.SOt 1.83
0.5 4.84t 0.07 4.OOt 0.08 3.19t 0.08 4.Olt 0.83
2.5 6.94t 0.16 6.25t 0.65 4.03t 0.04 5.74t 1.52
5 8.29t 0.49 6.62t 0.06 3.73t 0.00 6.21t 2.31
7.5 8.75t 0.14 7.94t 0.12 4.13t 0.00 6.94t 2.46
Chl 6.86t 1.70 5.40t 2.27 3.55t 0.61 5.37t 2.09
Chl 8.13t 2.22 6.95t 2.09 5.14t 1.79
media totel
Ex eriencias y ReSUltados
EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA
La longitud de onda afecta el contenido ĉelular de clorofila a. Las
menores concentraciones se obtienen en luz día enriquecida con rojo lejano
(Chl„^d;^ = 5.37t 2.09 pg cél. -1) y en iuz azul (Chl„^^ = 6.01 t 2.61); estos valores
difieren significativamente entre sí, y respecto a los que se obtienen en luz
día (Chl„^dta = 8.52f 1.01), luz verde (Chl„^d^ = 8.OOt 1.22) y luz roja (Chl„^^
= 6.62t 2.22) (DL > GL > RL > BL > FR). Por otra parte, los valores obtenidos en
luz roja son significativamente menores que los que se obtienen en los
controles y en luz verde, que a su vez, difieren significativamente entre sí
(Tabla XVII).
^De forma general, las mayores concentraciones celulares de clorofila
a se obtienen con la menor irradiancia ensayada, en los cultivos con 5 y 7.5
mM de nitrato, en luz verde.
Si se hace el análisis para cada intervalo de longitudes de onda, los
factotes analizados influyen de forma diferente.
Luz día
En luz día existen diferencias significativas entre las concentracio-
nes celulares de clorofila obtenidas en los cultivos sin nitrato y el resto de las
concentraciones ensayadas, y entre 0.5 mM y las concentraciones 5 y 7.5
mM. Respecto a la^ irradiancia espectral existen diferencias significativas
entre las concentraciones alcanzadas a los tres niveles ensayados.
Luz azul
En luz azul las diferencias son sign^cativas entre los cultivos
establecidos con 0 y 0.5 mM de nitrato y el resto de las concentraciones
ensayadas. Respecto a la irradiancia espectral existen diferencias significa-
tivas entre las concentraciones alcanzadas a los tres niveles ensayados.
Cultivo y aplicacione5 de D. salina y C. vulgaris cn Cuba
Luz verde
. En luz verde existen diferencias significativas entre los cultivos
establecidos a 0 mM y el resto de las concentraciones ensayadas, y entre los
cultivos establecidos a 0.5 y 2.5 mM, y las concentraciones 5 y 7.5 mM de
nitrato. Respecto a la irradianciá, existen diferencias significativas entre las
concentraciones celulares de clorofila a que se alcanzan a 150 µmol m-2 s-1
y el resto de los niveles ensayados.
Luz roja
En luz roja las diferencias son significativas entre 0 y 0.5 mM, y los
cultivos establecidos a 5 y 7.5 mM. Respecto a la irradiancia espectral existen
diferencias significativas entre los valores alcanzados a los tres niveles
ensayados.
Luz día con rojo lejano
En estas condiciones las diferencias son significativas entre los
cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrato, y el resto de las concentraciones
ensayadas. Respecto a la irradiancia espectral, existen diferencias significa-
tivas entre los valores alcanzados a los tres niveles ensayados.
RELACIÓN CLOROFILA A: CAROTEN05
EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE NITRATO
La relación clorofila a: carotenos decrece con el tiempo en los cultivos
con 0 y 0.5 mM de nitrato, mientras que en el resto de las concentraciones
aumenta hasta el cuarto o sexto día, y luego se mantiene relativamente
constante. Los valores de esta relación al comienzo de la fase estacionaria
aumentan con la concentración de nitrato (Fig. 24), existiendo diferencias
significativas entre los valores obtenidos en los cultivos con 0 y 0.5 mM de
nitrato, respecto a 2.5, 5 y 7.5 mM; además, se detectan diferencias signifi-
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Figura 24. Relación clorofila a: carotenos al inicio de la fase estacionaria, en función de
la concentración de nitrato y la irradiancia espectral para cada intervalod de longitudes de
onda ensayado.
cativas entre los cultivos con 2.5 mM, respecto a 5 y 7.5 mM. En los cultivos
con luz día a 75 umol m-2 s-1, la relación aumenta con la concentración de
nitrato desde 0.41 (0 mM) hasta 2.53 (7.5 mM).
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Si se analiza individualmente la influencia la concentración de
nitrato para cada intervalo de longitudes de onda, se observa en luz día, las
diferencias son signiiicativas entre los valores obtenidos en los cultivos con
0 y 0.5 mM de nitrato, respecto al resto concentraciones ensayadas, y entre
2.5 y 7.5 mM. Mientras que en luz azul las diferencias son signiiicativas entre
0 y 0.5 mM y el resto de las concentraciones; este comportamiento se
mantiene en luz verde, luz roja y luz día con rojo lejano, detectándose,
además, diferencias significativas entre los cultivos establecidos a 2.5 mM
y las concentraciones 5 y 7.5 mM.
EFECTO DE LA INTEN5IDAD DE LUZ
Por otra parte, la relación clorofila a: carotenos disminuye cuando la
irradiancia espectral aumenta desde 35 hasta 150 µmol m-2 s-1 para todos los
ensayos (Fig. 24), existiendo de forma general, diferencias signiiicativas
entre los valores que se obtienen a los tres niveles de irradiancia ensayados.
En luz día los valores varían desde 7.63 hasta 2.1 cuando la irradiancia
aumenta desde 35 a 150 µmol m-2 s-1.
Si se hace el análisis del efecto de la irradiancia en cada intervalo de
longitudes de onda, en luz día y la luz día con rojo lejano, existen diferencias
significativas entre 35 µmol m-2 s-1 y el resto de las irradiancias ensayadas;
mientras que en luz azul, verde y roja las diferencias son significativas entre
los valores alcanzados a los tres niveles ensayados.
EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA
Respecto a la influencia de la longitud de onda, existen diferencias
signiiicativas entre los valores de la relación clorofila a: carotenos obtenidos
en luz roja y luz día enriquecida con rojo lejano, respecto al resto de las
longitudes de onda; así como entre la luz día y la luz azul, respecto a la luz
verde.
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Los valores más bajos se obtienen en luz día con rojo lejano (0.08-4.58);
y en luz roja (0.4- 2.89); mientras que los valores más altos se alcanzan en
condiciones de luz verde (0.24- 8.35) (GL > DL > BL > FR > RL) (Fig. 24).
Desde el punto de vista estadístico, existe interacción entre la
concentración dé nitrato y la longitud de onda (P = 0.04), así como entre ésta ^
y el nivel de irradiancia espectral (P = 0.000) para la cóncentración celular de
carotenoides; sin embargo, la interacción entre la irradiancia y la longitud de
onda se manifiesta solamente para la concentración celular de clorofila a(P
= 0.02).
. De forma general, los factores analizados afectan significativamente
la composición pigmentaria dentro de la radiación fotosintéticamente activa
(400-700 nm) y en condiciones de rojo lejano (^, > 700 nm); sin embargo, no
existe interacción entre los tres factores.
CONCENTRACIÓN PROTEICA
EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE NITRATO
La concentración de nitrato afecta el contenido proteico por célula
(Tabla XVIII), existiendo correlación entre ambos. De forma general, existen
diferencias ŝignificativas entre los valores alcanzados, en los cultivos con 0
y 0.5 mM de riitrato entre sí, y respecto a 2.5, 5 y?.5 mM, y entre los cultivos
con 2.5 mM, y los de 5 y 7.5 mM.
En luz día a 75 µmol m-2 s-1, el contenido proteico aumenta con la
concentración de nitrato desde 11.87t 2.22 hasta 18.94t 5.46 pg cél.-1. En
condiciones de luz azul, las variaciones son desde 11.26t 3.07 hasta 21.82t
5.49 pg cél.-1; en luz verde, desde 16.84t 2.65 hasta 27.41t 6.03 pg cél.-1; en
luz roja, desde 10.28t 3.04 hasta 19.77t 4.66 pg cél.-1; y en luz día enriquecida
con rojo lejano, desde 7.76t 1.81 hasta 14.53t 6.05 pg cél.-1 (Tabla XVIII).
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Tabla XVIII. Valores de la concentración celular de protefnaa (P) a al inicio de la fase
estacionaria en pg cél.-' a diferentes longitudes de onda y niveles de irradiancia espectral en
los cultivos de Dunaliella salina.
LUZ DIA
Conc. nitrato 35pmol m-^sl 75Nmolm?s^ 150Nmol m-?sl P^
0 9.32t 0.00 12.97t 0.30 13.33t 0.00 11.87t 2.22
0.5 ^ 10.83t 0.09 13.53t 0.00 13.60t 0.03 12.65t 1.58
2.5 12.1Ot 0.01 15.75t 0.20 16.90t 0.01 14.91t 2.51
5 12.91t 0.09 18.89t 0.00 23.40t 0.00 18.40t 5.26
7.5. 13.03t 0.42 20.OOt 0.00 23.79t 0.00 18.94t 5.46
P^ 11.63t 1.56 16.23t 3.14 18.20t 5.12 15.24t 4.37
LUZ AZUL .
Conc. nitrato 35Nmol m-2s1 75Nmol m-2s^ 150Nmol m-2s1 P m^
0 7.89t 0.51 12.OOt 0.00 13.90t 0.18 11.26t 3.07
0.5 .9.25t 1.13 14.30t 0.52 15.37t 0.00 12.97t 3.27
2.5 12.22t 0.54 19.69t 0.81 20.66t 0.51 17.S1t 4.63
5 13.38t 0.00 24.76t 1.02 26.46t 0.11 21.53t 7.11
7.5 15.61t 2.97 23.82t 0.00 26.03t 0.00 21.82t 5.49
P^ 11.67t 3.12 18.91t 5.65 20.48t 5.83 16:76t 6.12
LUZ VERDE
Conc. nitrato 35Nmol m-asl 75Nmol m-2s^ I SONmoI m-2s^ P,^^
0 14.OOt 0.00 17.29t 2.70 19.24t 0.00 16.84t 2.65
0.5 15.72t 0.69 22.17t 0.00 23.79t 0.00 20.56t 4.27
2.5 19.86t 0.00 23.1Ot 0.00 25.94t 0.00 22.97t 3.04
5 22.09t 0.00 24.92t 0.42 33.56t 1.24 26.86t 5.98
7.5 22.48t 0.00 25.62t 0.00 34.14t 2.11 27.41t 6.03
Pm^ 18.83t 3.80 22.62t 3.28 27.33t 6.42 22.71t 5.66
LUZ ROJA
Conc. nitrato 35Nmolm-2s1 75Nmolm-asl 150umolm-as^ P„^,•
0 7.41t 0.06 9.98t 2.53 11.50f 0.00 9.63t 2.07
0.5 11.20t 0.49 12.52t 0.51 14.30t 0.41 ^^ 12.67t 1.56
2.5 12.47t 0.61 15.13t 0.35 17.S1t 2.20 15.03t 2.52
5 14.72t 1.12 20.OOt 0.00 22.04t 0.34 18.92t 3.78
7. 5 14.91 t 0.79 20.20t 2.78 24.21 t 3.80 19.77t 4.66
P,^^, 12.14t 3.07 15.56t 4.52 17.91t 5.27 15.04t 4.74
LUZ DIA CON ROJO LEJANO
Conc. nitrato 35Nmolm-2s1 75,umolm-2s1 150Nmolm-zsl Pm^
0 5.79t 0.04 7.14t 0.00 9.34t 0.00 7.42t 1.79
0.5 7.68t 0.05 12.18t 0.00 13.15t 0.08 11.OOt 2.92
2.5 8.54t 0.00 12.88t 0.40 17.OOt 0.00 12.80t 4.23
5 8.79t 0.01 12.91t 0.00 20.19t 0.00 13.96t 5.77
7.5 9.36t 0.00 13.04t 0.39 21.19t 0.04 14.53t 6.05
P„^;^ 8.03t 1.39 11.63t 2.53 16.17t 4.42 11.58t 4.61
P media toatl 12.46t 4.37 16.99t 5.21 20.02t 6.44
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Figura 25. Variación de la concentración celular de proteínas en función de la longitud de
onda, la concentración de nitrato y la irradiancia en los cultivos de Dunaliella salina. Luz día
(DL), luz azul (BL), luz verde (GL), luz roja (RL) y luz día con rojo lejano (FR); a) 35 b) 75 y c)
150 pmol m-2 s-'.
EFECTO DE LA 1NTEN5IDAD DE LUZ
La concentración proteica aumenta proporcionalmente con la
irradiancia espectral hasta 150 pmol m-2 s-1 en todas las longitudes de onda,
existiendo diferencias significativas entre los valores alcanzados a los tres
niveles ensayados (Tabla XVIII, Fig. 25). Existe, además, una alta correlación
positiva entre ambos.
En los cultivos con luz día y 5 mM de nitrato, los valores varían desde
11.63 ± 1. 56 hasta 18. 20 ± 5.12 pg cél. - i, cuando la irradiancia aumenta de 35
a 150 }^mol m-2 s-1. En luz azul la concentración celular de proteínas varía
desde 11.67± 3.12 hasta 20.48± 5.83 pg cél.-i; en luz verde, desde 18.83± 3.80
hasta 27.33± 6.42 pg cél. -1; en luz roj a, desde 12.14± 3.07 hasta 17.91 ± 5.27
pg cél.-1. En luz día enriquecida con rojo lejano se obtienen los valores
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mínimos; éstos varían con la irradiancia espectral desde 8.03t 1.39 hasta
16.17t 4.42 pg cél.-1 (Tabla XVIII).
EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA
La longitud de onda afecta la concentración celular de proteínas de
forma significativa (Fig. 25). Las concentraciones que se obtienen en luz
verde (Pmeaia = 22.71 t 5.66 pg cél.-1) son significativamente superiores a las
que se alcanzan en el resto de las longitudes de onda; mientras que las
menores, obtenidas en luz día con rojo lejano (Pmed;a = 11.58 t 4.61 pg cél.-1),
son significativamente diferentes a las que se obtienen en el resto de los
ensayos. Se detectan, además, diferencias significativas entre las concen-
traciones obtenidas en luz azul (Pmea;a = 16.76 t 6.12 pg cél.-1), respecto a la
la luz roja (Pmea;a =15.04 t 4.74 pg cél.-1) y la luz día (Pmedia = 15.24 t 4.37 pg cél.-
1). De forma general, la concetración proteica varía con la longitud de onda,
alcanzándose los mayores valores en luz verde, seguidos por la luz azul, la luz
día, roja y por último, la luz día con rojo lejano (GL > BL > DL > RL > FR) (Fig.
25).
Respecto a la concentración celular de proteínas sólo hay interacción
entre la irradiancia espectral y la concentración de nitrato.
De forma general, los mayores valores se obtienen a 150 µmol m-2 s-
1 en los cultivos con 5 y 7.5 mM de nitrato en luz verde.
Si se ^ hace el análisis de la influencia de .los diferentes factores
ensayados sobre la concentración celular de proteínas en cada intervalo de
longitudes de onda, éstos no afectan a todos por igual.
Luz día
En luz día se detectan diferencias significativas entre las concentra-
ciones alcanzadas a 0 mM y los cultivos con 2.5, 5 y 7.5 mM de nitrato, y entre
las que se alcanzan a 0.5 y 2.5 mM, respecto a 5 y 7.5 mM. En relación con la
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irradiancia espectral, existen diferencias significativas entre las concentra-
ciones celulares de proteínas que se alcanzan a los tres niveles ensayados.
Luz azul
En luz azul las diferencias son significativas entre las concentracio-
nes alcanzadas-en los cultivos con O^y 0.5 mM de nitrato, respecto a 2.5, 5 y
?.5 mM; además, entre 2.5 mM, y 5 y 7.5 mM. Respecto a la irradiancia, en
luz azul las diferencias son significativas entre las concentraciones que se
alcanzan a 35 µmol m-2 s-1, y en el resto de los niveles ensayados.
Luz verde
•
En luz verde las diferencias son significativas entre los valores que se
alcanzan con 0, 0.5 y 2.5 mM y las concentraciones 5 y 7.5 mM de nitrato. Por
otra parte, existen diferencias significativas entre los valores alcanzados a
las diferentes irradiancias ensayadas.
Luz roja
En luz roja se detectan diferencias significativas entre las concentra-
ciones alcanzadas a 0 mM, respecto a 2.5, 5 y 7.5 mM, y entre los valores que
se alcanzan a 0.5 y 2.5 mM, y las concentraciones obtenidas con 5 y 7.5 mM.
La concentración celular de proteínas varía con la irradiancia, detectándose
diferencias significativas entre los tres niveles ensayados. ^
Luz día con rojo lejano
En luz día con rojo lejano existen diferencias significativas entre las
concentraciones celulares de proteína alcanzadas en los cultivos con 0 y 0.5
mM de nitrato, respecto a 2.5, 5 y?.5 mM, y entre 2.5 mM, y las concentra-
ciones 5 y 7.5 mM. respecto a la irradiancia espectral existen diferencias
significativas entre las concentraciones que se obtienen con las diferentes
irradiancias ensayadas.
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Tabla XIX. Relación Carbono: Nitrógeno (C:N) (x) a al inicio de la fase estacionaria en pg
cél.-^ a diferentes longitudes de onda y niveles de irradiancia espectral en los cultivos de
Dunaliella salina.
LUZ D1A ^
Conc. nitrato 35Nmol m-as^ 75Nmol m-zsl 150Nmo! m-asl x„^
0 9.97t 0.66 11.91t. 0.33 17.23t 0.43 13.03t 3.76
.0.5 . 6.37t 0.00 8.57t 0.00 9.54t 0.07 8.76t 1.62
2.5 3.70t 0.00 4.39t 0.19 4.SOt 0.01 4.19t 0.43
5 3.69t 0.00 4.33t 0.00 4.57t 0.07 4.19t 0.45
7.5 3.37t 0.00 4.74t 0.00 4.91t 0.75 4.34t 0.84
x,,,^, 5.42t 3.00 6.80t 3.36 8.15t 5.50 6.94t 3.94
LUZ AZUL
Conc. nitrato 35Nmol m-as^ 75NmoI m-as1 I SO,umol m-^sl x,,,^
0 16.53t 0.61 19.50t 0.00 22.27t 0.08 19.43t 2.87
0.5 8.22t 0.56 15.09t 0.14 20.67t 0.00 14.66t 6.24
2.5 4.52t 0.08 6.81t 0.58 11.26t 0.01 7.53t 3.43
5 4.48t 0.00 4.39t 0.05 6.22t 0.12 5.03t 1.03
7.5 4.37t 0.18 4.63t 0.00 6.31t 0.00 5.llt 1.05
z m^ 7.60t 5.20 l0. l lt 6.80 13.34t ?.71 10.28t 6.64
LUZ VERDE
Conc. nitrato 35Nmol m-^s' 75Nmol m-asl I SONmoI m-asl x m^
0 8.61t 0.00 11.95t 0.73 15.67t 0.00 12.07t 3.53
0.5 4.37t 0.23 10.18t 0.00 11.43t 0.00 8.60t 3.77
2.5 3.53t 0.00 6.91t 0.00 8.61t 0.00 6.30t 2.59
5 3.60t 0.00 4.74t 0.20 5.86t 0.08 4.70t 1.13
7.5 3.91t 0.00 4.63t 0.00 5.79t 0.04 4.77t 0.95
x„^;u 4.80t 2.15 7.68t 3.2? 9.47t 4.17 7.23t 3.65
LUZ ROJA
Conc. nitrato 35Nmol m-asl 75Nmol m-2s^ . 1 SOUmoI m-2s1 x m^
0 7:34t 0.01 16.52t 2.21 21.81t 0.00 15.22t 7.32
0.5 3.78t 0.41^ 11.07t 0.71 19.92t 0.00 11.59t 8.08
2.5 3.53t 0.00 3.66t 0.05 6.57t 0.20 4.59t 1.72
5 3.21t 0.00 3.32t 0.00 3.36t 0.74 3.29t 0.08
7.5 3.17t 0.00 3.14t 0.00 3.37t 0.30 3.22t 0.13
x,,,^;^, 4.20t 1.76 7.54t 6.02 11.OOt 9.11 7.65t 6.58
LUZ DIA CON ROJO LEJANO
Conc. nitrato 35Nmol m-2s1 75Nmol m-as^ 150Nmol m-2s1 x„^,
0 18.57t 0.00 21.80t 1.10 22.84t 2.00 21.07t 2.23
0. 5 13. l Ot 0.01 13.91 t 0.00 19.86t 0.00 15.62t 3.69
2.5 6.47t 0.00 7.31t 0.00 8.89t 0.00 7.56t 1.23
5 4.91t 0.03 6.55t 0.00 6.85t 0.00 6.lOt 1.04
?.5 4.90t 0.00 6.02t 0.14 6.15t 0.02 5.69t 0.69
x„^^ 9.59t 6.05 11. lOt 6.76 12.92t ?.83 11.37t 6.56
X media toaU 6.32t 4.17 8.64t 5.29 10.90t 6.78
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RELACIÓNCARBONO: NITRÓGENO
EFECTD DE LA CONCENTRACIÓN DE' NITRATO
•
La concentración de nitrato afecta la relación C:N (Tabla XIX), exis-
tiendo entre ambas una correlación negativa. Existen diferencias significa-
tivas entre los valores alcanzados a 0 y 0.5 mM de nitrato entre sí, y respecto
al resto de las concentraciones ensayadas, detectándose, además, diferen-
cias significativas entre los cultivos con 2.5 mM respecto a 5 y 7.5 mM.
En luz día a 75 µmol m-2 s-1 dicha relación varía desde 13.03 t 3.76
hasta 4.34 t 0.84 cuando la concentración aumenta desde 0 a 7.5 mM. Este
comportamiento es similar en todas las longitudes de onda. En condiciones
de luz azul las variaciones con la concentración de nitrato son de 19.43t 2.87
a S. l lt 1.05; en luz verde, de 12.07t 3.53 a 4.77t 0.95; en luz roja, de 15.22t
7.32 a 3.22t 0.13; y en luz día enriquecida con rojo lejano, de 21.07t 2.23 a
5.69t 0.69 (Tabla XIX).
EFECTO DE LA INTENSIDAD DE LUZ
. La relación C:N aumenta proporcionalmente con el nivel de irradiancia
espectral, existiendo ĉorrelación entre ambos. De forma general, existen
diferencias significativas entre los tres niveles de irradiancia espectral
erisayados.
En luz día, la relación varía desde 5.42t 3.00 hasta 8.15t 5.50, cuando
el nivel de irradiancia aumenta desde 35 hasta 150 µmol m-2 s-1. En luz azul
los valores varían desde 7.60t 5.20 hasta 13.34t ?.71; en luz verde, desde
4.80t 2.15 hasta 9.47t 4.17; en luz roja, desde 4.20t 1.76 hasta 11.OOt 9.11;
y en luz día con rojo lejano, desde 9.59t 6.05 hasta 12.92t 7.83 (Tabla XIX).
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EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA
La longitud de onda afecta de forma significativa la relación C: N. Los
valores más altos se obtienen en luz día enriquecida con rojo lejano (x„^^ _
11.37t 6.56) y en luz azul (x„^d;^ =^ 10.28f 6.64), valores ^que ' difieren
significativamente de los que se obtenienen en luz roja (x,,,^^a = 7.65t 6.58),
luz verde (x„^^ = 7.23t 3.25) y luz día (x„^^ = 6.94t 3.94) (Tabla XIX). Esta
relación se correlaciona, además, con la concentración celular de carotenoides
con un coeficiente de correlación de 0.84 (P < 0.001). Los mayores valores se
obtienen en los cultivos sin nitrato a 150 µmol m-2 s-I en luz día con rojo lejano.
Desde el punto de vista estadístico existe interacción para dicha
relación entre la longitud de onda y la concentración de nitrato (P = 0.06), y
entre ésta y el nivel de irradiancia espectral (P = 0.003); no así entre los tres
factores. Sin embargo, si se analiza el efecto para cada longitud de onda, éste
es diferente.
Luz día
El efecto de la concentración de nitrato es significativo, existiendo
diferencias entre los valores alcanzados en los cultivos con 0 y 0.5 mM de
nitrato entre sí, y respecto a 2.5, 5 y?.5 mM; mientras que respecto a la
irradiancia, existen diferenĉias significativas entre los valores alcanzados
en el primer y último nivel ensayado. ^
Luz azul
Existen diferencias entre los valores alcanzados en los cultivos con 0
y 0.5 mM de nitrato entre sí, y respecto a 2.5, 5 y 7.5 mM; se detectan, además,
diferencias significativas entre los valores de la relación C: N a 2.5 mM y las
concentraciones 5 y?.5 mM. Respecto a la irradiancia, existen diferencias
significativas entre los valores de la relación que se alcanazan en el primer
y último nivel ensayados. .
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Luz verde
Las diferencias son significativas entre los cultivos con 0 y 0.5 mM de
nitrato entre sí, y respecto a 2.5, 5 y 7.5 mM; en relación con la intensidad de
la luz, las ^diferencias significativas sé detectan entre los valores alcanzados
a los tres niveles de irradiancia. ^
. Luz roja
El efecto de la concentración de nitrato es significativo existiendo
diferencias entre los valores alcanzados en los cultivos con 0 y 0.5 mM de
nitrato entre sí, y respecto a 2.5, 5 y 7.5 mM; en relación con la irradiancia,
existen diferencias significativas entre los valores que se alcanzan a 35 µmol
m-2 s-1 y el resto de los niveles ensayados.
Luz día con rojo lejano
•
En estas condiciones de iluminación, existen diferencias significati-
vas entre los valores alcanzados en los cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrato entre
sí, y respecto a 2.5, 5 y 7.5 mM; se detectan, además, diferencias significa-
tivas entre los valores de la relación a 2.5 mM y las concentraciones 5 y 7.5
mM; mientras que el efecto de la irradiancia no es significativo.
^ PE505ECOCELULARYPE50SECOLIBREDECEIVIZAS^
EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE NITRATO
La concentración de nitrato influye de forma significativa sobre el
peso celular. Los mayores rendimientos en cuanto a materia seca se
obtienen en los cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrato, con valores
significativamente diferentes entre sí y respecto al resto de las concentracio-
nes ensayadas. Por otra parte, existen diferencias significativas entre los
valores de PSLC obtenidos a todas las concentraciones ensayadas. Se obser-
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Tabla XX. Valores de peso seco celular (PS) y peso seco libre de cenizas (PSLC) en pg
cél.-^ al inicio de la fase estacionaria a diferentes longitudes de onda y niveles de irradiancia
espectral en ^ los cultivos de Dunaliella salina.
LUZ DIA
35Nmol masl 75,umol m•2s-^ 150Nmol m-ZS-1
Conc. nitrato PS PSLC PS PSLC PS PSLC
0
0.5
2.5
5
7.5
190t 0.00 120t 0.00
190t 10:0 110t 0.01
130t 0.20 73t 0.00
92t 0.00 SOt 0.00
92t 0.20 SOt 0.20 •
200t
200t
210t
210t
210t
0.10 180t 0.00
0.00 170t 0.02
0.20 130t 0.70
0.00 130t 0.00
0.00 120t 0.2
260t 0.00 250t 0.00
290t 0.00 260t 0.00
240t 0.00 200t 0.00
290t 0.05 190t 0.00
240t 0.00 150t 0.00
LUZ AZUL
35Nmol m-as-1 75Nmol m as^ I SONmoI m-as^
Conc. ni#rato PS PSLC PS PSLC PS PSLC
0
0.5
2. 5
170t
150t
120t
0.00 150t 0.20
0.20 110t 0.20
0.60 80t 6.00
260t
240t
140t
0.20 240t 2.00
0.00 190t 0.00
0.00 110t 0.00
290t 0.00 270t 3.00
290t 0.10 250t 2.00
160t 1.00 130t . 2.00
5
7.5
120t
100t
0.00 80t 0.70
2.00 70t 2.00
130t
130t
0.00 96t 0.00
0.30 93t 1.00
100t 0.20 75t 0.00
100t 0.00 75t 0.00
LUZ VERDE
35Nmol m-as-^ 75Nmol m-as-^ 150Nmo1 m-2s-^
Conc. nitrato PS PSLC PS PSLC PS PSLC
0 340t 0.00 250t 0.20 370t 0.10 300t 0.02 380t 0.00 330f 2.00
0.5 190t 10.0 130t 10.0 310t 0.00 240t 1.00 370t 0.00 300t 0.00
2.5 120t 10.0 80t 0.20 170t 0.00 120t 2.00 250t 2.00 190t 0.40
5 120t 0.00 80t 0.40 160t 10.0 115t 3.00 240t 1.00 180t 0.20
7.5 115t 0.00 75t 0.00 150t 4.00 105t 1.00 230t 0.00 170t 0.00
LUZ ROJA
35Nmol m-as-1 75Nmol m-2s-1 150Nmol m-as^
Conc. nitrato PS ^ PSLC PS PSLC PS PSLC
0 150t 0.00 110t 0.30 160t 0.00 140t 0.00 150t 0.00 140t 0.00
0.5 120t 3.00 80t 0.00 120t 0.00 100t 0.00 150t 1.00 130t 10.0
2.5 120t 0.00 80t 0.00 120t 0.20 90t 2.00 120t 0.00 95t 2.00
5 100t 3.00 70t 0.00 100t 0.20 75t 0.20 110t 3.00 85t 2.00
7.5 100t 10.0 60t 2.00 80t 1.00 50t 2.00 100t 2.00 75t 10.0
LUZ DIA CON ROJO LEJANO
35Nmol m-as-^ 75Nmol m•2s-^ 1 SONmoI m-as-^
Conc. nitrato PS PSLC PS PSLC PS PSLC
0 270t 0.00 230t 2.00 300t 20.0 260t 0.00 360t 0.02 340t 0.00
0.5 170t 2.10-4 130t 0.00 280t 1.00 220t 0.01 350t 0.00 310t 0.00
2.5 140t 0.00 100t 0.00 140t 0.00 100t 0.00 120t 3.00 100t 2.00
5 90t 2.10-4 60t 0.00 130t 0.00 90t 0.03 140t 2.00 100t 0.00
7.5 120t 2.10-4 60t 5.00 120t 0.30 80t 0.00 140t 0.00 100t 0.6
•
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va, de forma general, una ĉorrelación negativa entre el peso celular (PS y
PSLC) y la concentración de nitrato (Tabla XX).
EFECTO DE LA I NTEN51 DAD DE L UZ
La irradiancia espectral afecta el peso celular de los cultivos detectán-
dose diferencias significativas entre los valores obtenidos a los tres niveles
de irradiancia ensayados. Ambos parámetros (PS y PSLC) están correlacionados
con la irradiancia espectral, con coeficientes de correlación de 0.97 y 0.99,
respectivamente (P = 0.0001). En los cultivos con luz día a 5 mM, los valores
del PS aumentan desde 92t 0.00 a 290t 0.05 pg cél.-1 cuando la irradiancia
aumenta desde 35 a 150 µmol m-2 s-1; mientras que el PSLC varia desde SOt
0.00 hasta 190t 0.00 pg cél.-1.
EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA
La longitud de onda afecta significativamente el peso seco celular; los
menores valores se alcanzan en los cultivos con luz roja (120f 23 pg cél.-1) y
luz azul (166t 68 pg cél.-1); éstos difieren significativamente entre sí y
respecto al resto de las longitudes de onda. Se detectan, además, diferencias
significativas entre los pesos secos obtenidos en luz verde (234t 98 pg cél.-1),
respecto a la luz día (230t 63 pg cél.-1) y a la luz día con rojo lejano (191t 92 pg
cél.-1). ^
Respecto al PSLC, existen diferencias significativas entre la luz día
(145t 64 pg cél.-1) y el resto de lás longitudes de onda, además, entre los
valores obtenidos en luz azul (135t 70 pg cél.-1) y luz verde (178t 87 pg cél.-1).
Los menores valores de peso orgánico se obtienen también en luz roja (91t 26
pg cél.-1). De forma general, los valores más altos del peso celular (PS y PSLC)
se obtienen en luz verde, seguidos por los valores que se obtienen en luz día
y luz día con rojo lejano; siendo los valores del PSLC superiores en este último;
en este orden le sigue la luz azul y por último la luz roja.
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Desde el punto de vista estadístico, existe interacción entre la
longitud de onda y la concentración de nitrato tanto para el PS (P = 0.000) como
' para el PSLC (P = 0.04); y entre la intensidad 'y la longitud de onda (P = 0.001;
P= 0.02); sin embargo, no existe interacción entre los tres factores.
Si se analiza cada interválo de longitudes de onda, el efecto de los
diferentes factores ensayados no es el mismo.
Luz día
La concentración de nitrato no afecta significativamente los valores
del PS en estas condiciones; sin embargo, el comportamiento del PSLC es
diferente; existen diferencias significativas entre los valores obtenidos con
0 y 0.5 mM de nitrato, respecto al resto de las concentraciones, y entre 2.5 y
7.5 mM; se detectan, además, diferencias significativas entre los valores de
PSLC que se obtienen con 2.5 y 5 mM de nitrato.
Por otra parte, el efecto de la irradiancia espectral sobre el peso seco
y el peso orgánico es significativo en luz día, donde existen diferencias entre
los tres niveles ensayados.
Luz azul
En estas condiciones de iluminación existen diferencias significati-
vas entre los valores alcanzados con 0 y 0.5 mM, y el resto de las concentra-
ciones ensayadas, y entre 2.5 y?.5 mM de nitrato tanto para el PS y como para
el PSLC.
El efecto de la irradiancia sobre el peso seco celular no es significativo,
mientras que respecto al PSLC las diferencias son significativas entre los
valores que se ob'úenen a 35 µmol m-2 s-1 y el resto de los niveles de
irradiancia ensayados.
- 156 -
^eriencia5 y ReSUltadoe
Luz verde
En luz verde existen diferencias significativas entre los valores que
se alcanzan con 0 y 0.5 mM de nitrato entre sí, y respecto al resto de las
concentraciones ensayadas tanto para el PS como para el PSLC. El efecto de
la irradiancia espectral sobre el PS y el PSLC es también signiiicativo,
existiendo diferencias significativas entre los tres niveles ensayados.
L uz roja
•
En luz roja se detectan diferencias signif'icativas entre los valores de
PS obtenidos con todas las concentraciones de nitrato; mientras que existen
diferencias significativas entre los pesos orgánicos obtenidos a 0 y 7.5 mM
entre sí, y respecto al resto de las concentraciones ensayadas. El efecto de la
irradiancia sobre el PS no es significativo; sin embargo, existen diferencias
signif'icativas entre los valores de los pesos orgánicos (PSLC) obtenidos a los
tres niveles de irradiancia ensayados.
Luz día con rojo lejano
En luz día con rojo lejano existen diferencias significativas entre los
valores de PS y PSLC que se alcanzan con 0 y 0.5 mM de nitrato entre sí, y
respecto al resto de las concentraciones ensayadas. En relación con la
irradiancia, las diferencias son significativas para el PS entre el primer y
último nivel; mientras que, e^sten diferencias significativas entre los
valores de PSLC obtenidos con 150 µmol m-2 s-1, respecto a 35 y?5 µmol m-2
s-1.
.
Por otra parte, el PSLC representa un porcentaje significativo del PS
en los cultivos de Dunaliella salina, donde ambos están correlacionados con
la concentración celular de carotenoides, con coeiicientes de correlación de
0.75 y 0.74, respectivamente (P < 0.001) y con la relación C:N (r2 = 0.63 y 0.79,
P< 0.001). El porcentaje del peso orgánico respecto al peso seco celular varía
desde un 50 a un 96% (Fig. 26).
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Figura 26. Variación del porcentaje de peso orgánico (PSLC) respecto al PS en los cultivos
de Dunaliella salina en función de la longitud de onda, la concentración de nitrato y la
irradiancia. Luz día (DL), luz azul (BL), luz verde (GL), luz roja (RL) y luz día con rojo lejano (FR).
(I) irradiancia espectral ^mol m-2 s^'.
En ausencia de nitrato con 0.5 mM, el porcentaje de PSLC respecto al
PS es significativamente mayor que en el resto de las concentraciones;
existen, además, diferencias significativas entre 2.5 y 7.5 mM. Por otra parte,
con el aumento de la irradiancia, aumenta el porcentaje del PSLC, existiendo
diferencias significativas entre los tres niveles ensayados. Respecto a la
longitud de onda, sólo se detectan diferencias significativas entre porcentaje
del PSLC en el azul y en luz día, siendo menores en luz día (Fig. 26).
COMI^OSICIÓN BIOQUÍMICA 1^ESf^ECTO AL pE50 SECO
La composición bioquímica microalgal no se expresó en base al peso
orgánico, aunque sería más indicativo de los cambios fisiológicos celulares
(Brown et al., 1993), debido a que en los controles de rutina de los sistemas de
cultivo a gran escala es más común expresar el rendimiento en base al peso
seco.
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Figura 27. Variación del porcentaje de carotenoides en los cultivos de Dunaliella salina
en función de la concentración de nitrato, la longitud de onda y la irradiancia espectral. Luz
día (DL}, luz azul (BL), luz verde (GL), luz roja (RL) y luz día con rojo lejano (FR). (I): 35, 75 y 150
umol m^2 s-'.
GONCENTI^AGIÓN DE PIGMENT051zE5PECT0AL f'E50 5EC0
cA^or^NO^^^S
EFECTO DE LA CONCENT12ACfÓN DE NITRATO
El porcentaje celular de carotenoides varía desde el 0.8%, en los
cultivos con una concentración de nitrato mayor o igual a 2.5 mM de nitrato
con 35 umol m-2 s-1 de irradiancia, hasta 10.9% en ausencia de nitrato con
150 }^mol m-2 s-1; mientras que a 0 mM las variaciones son desde 7.3 a 10.9%
(Fig. 27).
Se detectan diferencias significativas en los cultivos con 0 y 0.5 mM
de nitrato entre sí, y respecto al resto de las concentraciones ensayadas,
además, entre 2.5 mM y los cultivos con 5 y 7.5 mM. En luz día a 75 }^mol m-
2 s-1 el porcentaje de carotenoides varía desde el 9.6 al 1.8%, cuando la
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concentración de nitrato aumenta desde 0 a 7.5 mM. Por otra parte, ambos
están negativamente correlacionados, con valores de r2 =-0.72; P< 0.001.
EFECTO DE LA INTEN5IDAD DE LUZ
Respecto al nivel de irradiancia espectral se detectan diferencias
significativas entre los tres niveles ensayados, alcanzándose los máximos
valores a 150 µmol m-2 s-1. En los cultivos con luz día a 5 mM, el porcentaje de
carotenoides varía desde el 1.6 al 2% cuando el nivel de irradiancia varía
desde 35 a 150 µmol m-2 s-1 (Fig. 27).
EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA
La longitud de onda afecta también el porcentaje de carotenoides; se
detectan diferencias significativas entre los bajos valores obtenidos en luz
^rPr^1P (0.8-6.1%) y los que se obtienen en el resto de las longitudes de onda,
= lios valores que se obtienen en luz azul (1.3-7.7%) respecto a la luz roja
,-+-8. 2%) y la luz día con roj o lejano (1.6-9.1 %) .^
CLOIZOFILAS
EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE NITRATO
El porcentaj e de clorofilas varía desde 0.7 a 11.3% en todos los ensayos.
Se detectan diferencias significativas entre los valores que se alcanzan en
los cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrato entre sí, y respecto al resto de las
concentraciones ensayadas, además, entre 2.5 mM y las concentraciones 5
y 7.5 mM. En luz día con 75 µmol m-2 s-1 los valores varían desde 3.4 a 4.5%
cuando la concentración de nitrato aumenta de 0 a 7.5 mM (Fig. 28).
EFECTO DE LA INTEN5IDAD DE LUZ
Por otra parte, el porcentaje de clorofilas disminuye con la irradiancia
espectral, existiendo, de forma general, diferencias significativas entre todos
los niveles ensayados. Los mayores valores se obtienen a 35 µmol m-2 s-1.
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Figura 28. Variación del porcentaje de clorofilas en los cultivos de Dunaliella salina en
función de la concentración de nitrato, la longitud de onda y la irradiancia espectral. Luz día
(DL), luz azul (BL), luz verde (GL), luz roja (RL) y luz día con rojo lejano (FR). (I): 35, 75 y 150
Nmol m^2 s-'.
En los cultivos con luz día a 5 mM los valores varían desde 11.6 a 2.9%
cuando la irradiancia aumenta desde 35 hasta 150 umol m-2 s-1.
EFECTO DE LA LONGITUD DE ONDA
La longitud de onda tiene un efecto significativo sobre este parámetro;
de forma general, existen diferencias significativas entre los valores obteni-
dos en luz roja (2.2-11.3%) y el resto de las longitudes de onda, y entre la luz
día (1.7-11.6%) y la luz día con rojo lejano (0.7-7.3%). Los valores mínimos se
obtienen en luz día con rojo lejano y los máximos en luz roja (Fig. 28).
Aunque desde el punto de vista estadístico, no existe interacción
entre los tres factores analizados respecto al porcentaje de pigmentos, sí
existe interacción entre la concentración de nitrato y la longitud de onda para
-lbl-
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el porcentaje de carotenoides (P = 0.001); y entre la irradiancia y la longitud
de onda (P = 0.01), y la concentración de nitrato y la irradiancia espectral (P
= 0.001) para el porcentaje de clorofilas.
CONCENTKACIÓN PROTEICA RESI'ECTO AL f'E50 SECO
EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE NITRATO
El porcentaje de proteína está afectado por la concentración de nitrato,
existiendo diferencias significativas entre los valores obtenidos en todas las
concentraciones ensayadas. En luz día el aporte proteico varía desde 6.5 a
9.5% cuando la concentración de nitrato aumenta de 0 a 7.5 mM (Fig. 29).
Respecto al nivel de irradiancia espectral, existen diferencias signi-
Yicativas entre los valores alcanzados al primer y último nivel de irradiancia
ensayados. En los cultivos establecidos en luz día a 5 mM, el porcentaje
proteico varía desde el 14 a18.1% cuando la irradiancia aumenta desde 35 a
150 µmol m-2 s-1.
EFEGTO DE LA LONGITUD DE ONDA
La longitud de onda afecta significativamente al porcentaje de proteí-
na. De forma general, los valores que se alcanzan en luz día (4.9-14.2%) y luz
día con rojo lejano (2.1-15.1%) son inferiores a los que se obtienen en el resto
de las longitudes de onda. E^cisten, además, diferencias significativas entre
los valores que se alcanzan en luz verde (4.1-19.5%) y luz roja (4.9-25.3%).
Los mayores valores de proteína respecto al peso seco celular se
obtienen en luz azul a 150 µmol m-2 s-1, en los cultivos establecidos con
suficiencia de nitrato, en los que el porcentaje proteico llega a ser del 26%.
Para el porcentaje de proteína no existe interacción entre los tres
factores analizados; sin embargo, existe interacción entre la concentración
de nitrato y la longitud de onda (P = 0.003), y entre la irradiancia y la loñgitud
de onda (P = 0.000).
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Figura 29. Variación del porcentaje de proteínas en los cultivos de Dunaliella salina en
función de la concentración de nitrato, la longitud de onda y la irradiancia espectral. Luz día
(DL), luz azul {BL), luz verde (GL), luz roja (RL) y luz día con rojo lejano (FR). (I): 35, 75 y 150
Nmol m^2 s'.
RELACIÓN GA120TEN0: t'1^OTEÍ NA
EFECTO DE LA CONCENTI^AClÓN DE NIT12AT0
La relación caroteno: proteína varía significativamente con la con-
centración de nitrato; de forma general, los valores alcanzados en los cultivos
con 0 y 0.5 mM de nitrato son significativamente superiores a los que se
obtienen en el resto de las concentraciones ensayadas, además, difieren
significativamente entre sí, obteniéndose los mayores valores a 0 mM. En luz
día a 75 }zmol m-2 s-1 los valores de esta relación varían desde 1.49 hasta 0.19,
cuando la concentración de nitrato aumenta desde 0 a 7.5 mM (Fig. 30).
Por otra parte, la irradiancia espectral tiene un efecto significativo
sobre esta relación, existiendo diferencias significativas entre los valores
obtenidos al primer y último nivel. En los cultivos que se establecen en luz día
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Figura 30. Variación de la relación caroteno: proteína en los cultivos de Dunaliella salina
en función de la concentración de nitrato, la longitud de onda y la irradiancia espectral. Luz
día (DL), luz azul (BL), luz verde (GL), luz roja (RL) y luz día con rojo lejano (FR). (I): 35, 75 y 150
^mol m-2 s-'.
a 5 mM los valores aumentan desde 0.11 a 0.25 cuando la irradiancia
aumenta hasta 150 }^mol m-2 s-1.
Las mayores variaciones de esta relación son en función de la
longitud de onda; ésta varía desde 0.05 hasta 3.51 en los diferentes ensayos
realizados, detectándose valores significativamente mayores en condiciones
de luz día con rojo lejano (0.2-3.51%); además, se detectan diferencias
significativas entre la luz día (0.11-2,13%) y la luz verde (0.05-1.22) y luz roja.
(0.17-1,16%); y entre la luz verde y la luz azul (0.12-1.61 %) (Fig. 30) .
Por otra parte, existe correlación entre ésta relación y la del C: N(r2
=0.82, P<0.001).
Para la relación caroteno: proteína no existe interacción entre los tres
factores ensayados; sin embargo, sí existe interacción entre la longitud de
onda y la concentración de nitrato (P = 0.000).
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ANÁL1515 DE LA COMP051CIÓN PIGMENTARIA POR
CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN (HPLG)
^ Estos análisis se realizaron sobre muestras recogidas al inicio de la
fase estacionaria de crecimieñto. Según los resultados óbtenidos, el
carotenoide mayoritario en la microalga que se estudia (Dunaliella salina) es ^
el (3-caroteno. Se detecta además, la presencia de a- ĉaroteno, clorofila a y su
alómero, clorofila b, luteína y zeaxantina. La composición isomérica del (i-
caroteno mostró mayor contenido de19-cis, respecto al todo-trans en todos los
ensayos (Fig. 31). En los cultivos con 75 µmol m-2 s-1 de luz día, a 5 mM, se
obtuvo una relación todo-trans: 9 cis de 0.07.
La influencia de los factores ensayados (concentración de nitrato e
irradiancia espectral) sobre la composición pigmentaria se analizó por
longitudes de onda, teniendo en cuenta las diferencias entre los cromatogramas
obtenidos. En condiciones de luz verde, azul, y roja, se pudo determinar la
relación luteína: clorofila a y luteína: R-caroteno, ya que en estas condiciones
su contenido fue mayor que en luz día y en luz día con rojo lejano; sin embargo,
en luz azul y luz verde no se ve favorecida la síntesis de a-caroteno (Fig. 32-
34) (TabIaXXI-^:XV).
Luz día
La relación todo-trans: 9-cis fue significativámente menor en los
cultivos con 0 y 0.5 mM de nitráto y 35 µmol m-2 s-1 de luz día; sin embargo,
fue prácticamente igual hasta 2.5 mM para el resto de las irradiancias (Tabla
XXI).
Respecto al nivel de irradiancia espectral, existen diferencias signi-
ficativas entre los valores obtenidos a 35 µmol m-2 s-1 respecto a 75 y 150; de
forma general, la relación entre los isómeros disminuye cuando la irradiancia
aumenta, en los cultivos con una concentración mayor o igual a 2.5 mM;
mientras que en los cultivos con 0 y 0.5 mM, ésta aumenta con la irradiancia.
Como comportamiento general, la concentración de ambos isómeros aumen-
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Figura 31. Composición isomérica del R,R-caroteno en Dunaliella salina. Cultivos
establecidos en luz día a 150 Nmol m-2 s-' y 0 mM. (1) clorofila b, (2) clorofila a, (3) a-caroteno,
(4) todo-trans-R,a-caroteno, (5) 9 cis-R,a-caroteno.
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Figura 32. Composición pigmentaria de células de Dunaliella salina expuestas a
condiciones de luz azul a 35 Nmol m-2 s-' y 0 mM de nitrato. (1) luteína, (2) clorofila b, (3) clorofila
a, (4) epímero de la clorofila a, (5) todo-trans-(3,R-caroteno, (6) 9cis-R,R-caroteno.
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Figura 33. Composición pigmentaria de células de Dunaliella salina expuestas a
condiciones de luz verde a 35 Nmol m-2 s-' y 0 mM de nitrato. (1) luteína, (2) zeaxantina, (3)
cloroflla b, (4) alómero de la clorofila a, (5) clorofila a, (6) todo-trans-R,R-caroteno, (7) 9cis-R^R-
caroteno.
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Figura 34. Composición pigmentaria de células de Dunaliella salina expuestas a
condiciones de luz roja a 35 Nmot m-2 s-' y 0 mM de nitrato. (1) luteína, (2) clorofila b, (3) clorofila
a, (4) epímero de la clorofila a, (5) a-caroteno, (6) todo-trans-R,R-caroteno, (7) 9cis-p,^3-
caroteno.
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ta con la irradiancia, siendo el in,cremento de19-cis es mucho más significa-
tivo.
Por otra parte, la relación clorofila a: clorofila b varía significativamente
con la concentración de nitrato en luz día, existiendo diferencias significa-
tivas entre los ĉultivos con 0 y 0.5 mM, y las concentraciones 2.5, 5 y?.5 mM.
Cuando la irradiancia aumenta desde 35 hasta 150 µmol m-2 s-1 esta relación
disminuye, existiendo diferencias significativas entre 150 µmol m-2 s-1 y el
resto de los niveles ensayados.
La relación ^3-caroteno: clorofila a disminuyó con la concentración de
nitrato, siendo significativamente diferentes los valores obtenidos a 0 mM,
y el resto de las concentraciones ensayadas, y los que se obtienen a 0.5 mM,
respecto a 7.5 mM. Esta relación aumentó con la irradiancia, existiendo
diferencias significativas entre 150 µmol m-2 s-1 y el resto de las irradiancias
ensayadas.
Luz azul
En condiciones de luz azul la relación todo-trans: 9-cis es
significativamente menor en los cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrato, respecto
al resto de las concentraciones ensayadas, por lo que sigue el mismo
comportamiento que para la luz día; siendo afectada fundamentalmente la
concentración de 9-cis, la cual es mucho mayor a 0 y 0.5 mM (Tabla XXII).
Respecto a la irradiancia espectral, a 35 µmol m-2 s-1 los valores de
esta relación entre isómeros son menores que los valores que se obtienen a
75 y 150 µmol m-2 s-1; sin embazgo, se da un comporatamiento peculiar, éstos
valores son mayores a 75 µmol m-2 s-1 que a 150 µmol m-2 s-1. La concentra-
ción del 9-cis aumenta considerablemente con la irradiancia espectral;
mientras que la del todo-trans aumenta hasta ?5 µmol m-2 s-1 y luego
disminuye. ^
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Respecto a la concentración de nitrato la relación clorofila a: clorofila
b se mantiene relativamente constante, no existiendo diferencias significa-
tivas entre ninguno de los valores obtenidos; sin embargo, ésta disminuye
con el aumento del nivel de irradiancia espectral, existiendo diferencias
significativas entre los tres niveles.
La relación j^-caroteno: clorofila a, por su parte, váría con la concen-
tración de nitrato, siendo significativamente mayor en los cultivos que se
establecen a 0 y 0.5 mM; por otra parte, ésta aumenta con el nivel de
irradiancia, existiendo diferencias entre los tres niveles ensayados.
. La relación luteína: ^i-caroteno no varía con la concentración de
nitrato de forma significativa; sin embargo ésta es mayor a 35 µmol m-2 s-1
que en el resto de los niveles de irradiancia; mientras que la relación luteína:
clorofila a es significativamente mayor en los cultivos con 0 y 0.5 mM respecto
al resto de las concentraciones ensayadas, pero no varia con la irradiancia
espectral.
Luz verde
Para la luz verde no se pudo hacer el análisis de la relación isomérica
debido a la baja concentración del isómero todo-trans a-caroteno en la
mayoría de los cultivos. aunque de forma general, hay un incremento de19-
cis con la irradiancia (Tabla XXIII).
Por otra parte, la relación clorofila a: clorofila b no varía con la
concentración de nitrato, manteniéndose relativamente estable; sin embar-
go, disminuye con la irradiancia espectral, detectándose valores
significativamente mayores al primer nivel ensayado.
La relación a-caroteno: clorofila a, aunque fue muy baja, respecto al
resto de las longitudes de onda, varió con la concentración de nitrato, siendo
significativamente mayor en los cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrógeno, y con
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la irradiancia espectral, siendo significativamente mayores los valores
alcanzados a ?5 y 150 µmol m-2 s-1, respecto 35 µmol m-2 s-1.
La relación luteína: caroteno varía con la concentración de nitrato,
detectándose valorés significativamente mayores a 7.5 mM que en el resto
de las concentraciones; y con la irradiancia, siendo mayores los valores
obtenidos a 35 µmol m-2 s-1; mientras que la relación luteína: clorofila a fue
significativamente mayor en los cultivos establecidos a 0 mM, detectándose,
además, diferencias significativas entre los valores alcanzados a 0.5 mM y
7.5 mM; sin embargo, esta no varía significativamente con la irradiancia.
Luz roja
En condiciones de luz roja la relación entre los isómeros varió
significativamente con la concentración de nitrato, alcanzándose los mayo-
res valores en los cultivos con 0 y 0.5 mM, siendo éstos, además, diferentes
entre sí. Cuando la concentración de nitrato aumenta se ve afectada la
concentración de ambos isómeros, siendo más drástico el descenso en la
concentración del todo-trans; sin embargo, la irradiancia espectral no afectó
significativamente la relación todo-trans: 9-cis en el intervalo 35-150 µmol m-
2 s-1 (Tabla ^^XIV). ^
La relación clorofila a: clorofila b no varió significativamente con la
concentración de nitrato; sin embargo, respecto a la irradiancia existen
diferencias entre los valores alcanzados a los tres niveles ensayados; como
comportamiento general, hay una disminución de ésta con el aumento de la
irradiancia.
La relación ^i-caroteno: clorofila a obtenida en los cultivos con 0 y 0.5
mM fue significativamente diferente entre sí, ^ y respecto al resto de las
concentraciones; por otra parte, de forma general, ésta aumenta cuando la
irradiancia varía desde 35 a 150 µmol m-2 s-1.
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La relación luteína: a-caroteno fue significativamente menor en los
cultivos establecidos con 0 y 0.5 mM de nitrato respecto al resto de las
' concentraciones; ésta aumentó con el nivel de irradiancia espectral, exis-
tiendo diferencias significativas entre el primer nivel y el resto de los niveles
ensayados. . ^
La relación luteína: clorofila fue mayor en los cultivos con 0 y Ó.5 mM
de nitrato, respecto al resto de las concentraciones ensayadas; sin embargo,
la irradiancia espectral no tiene un efecto significativo sobre esta relación.
Si se compara los valores de la relación luteína: (i-caroteno con los que
se obtienen en luz azul y verde el orden sería GL > RL > BL. Mientras que la
relación luteína: clorofila es mayor sigue un orden creciente a la inversa, es
decir, BL > RL > GL.
Luz día con rojo lejano .
Respecto a la luz día con rojo lejano, los valores de la relación entre los
isómeros todo-trans: 9-cis obtenida con 0 y 0.5 mM de nitrato, fueron
significativamente diferentes entre sí e inferiores al resto de las concentra-
ciones ensayadas en los cultivos con 35 µmol m-2 s-1. Mientras que en el^resto
de las irradiancias la relación no varió significativamente con la concentra-
ción de nitrato. Por otra parte, la irradiancia espectral, no afecta
significativamente esta relación hasta los 75 µmol m-2 s-1, sin embargo, a 150
µmol m-2 s-1 los valores disminuyen significativamente (Tabla ?^;XV).
La relación clorofila a: clorofila b no está afectada significativamente
por ninguno de los factores ensayados en condiciones de luz día con rojo
lejano. La relación a-caroteno: clorofila a es mayor en los cultivos con 0 y 0.5
mM; mientras que la irradiancia no la afecta significativamente.
Como comportamiento general,^ la longitud de onda afecta
significativamente la relación entre los isómeros del (i-caroteno en D. salina,
existiendo de forma general, diferencias significativas entre la luz verde y el
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resto de las longitudes de onda. Por otra parte, los mayores valores de esta
relación se obtienen en luz azul, éstos varían entre 0.0? y 0.21 (Tabla XXII-
^^XVI). Además, existen diferencias entre los valores que se alcanzan en luz
día con rojo lejano, que son significativámente mayores que los de la luz día
y luz roja.
Desde el punto de vista estadístico es importante señalar que existe
interacción entre los tres factores analizados (P = 0.000) respecto a la
composición isomérica del (3-caroteno y a la relación clorofila a: clorofila b.
RELACIÓN^Q-CAROTENO: CLOROF1LAa
Aunque esta relación fue descrita para cada intervalo de longitudes de
onda, existe una tendencia general de comportamiento; ésta difiere
significativamente en los cultivos con 0 y 0.5 mM de nitrato entre sí, y
respecto al resto de las concentraciones ensayadas, siendo mayor en los
primeros. Además, aumenta con la irradiancia espectral, existiendo diferen-
cias significativas entre los valores que se alcanzan a los tres niveles
ensayados. En los cultivos con luz día a 75 µmol m-2 s-1 se obtienen valores
desde 68.58, en ausencia de nitrato, hasta 0.87 en los cultivos con 7.5 mM;
mientras que en estas mismas condiciones pero con 5 mM de nitrato, la
relación varía con el nivel de irradiancia espectral desde 0.71 a 19.77 (Tabla
XXI-XX^. ' .
Respecto a la influencia de la longitud de onda, los mayores valores de
esta relación se obtienen en los cultivos con luz día y luz día con rojo lejano,
valores que difieren del resto de las longitudes de onda. Se detectan, además,
diferencias significativas entre los valores alcanzados en luz azul, respecto
a la luz verde y la luz roja (Tabla XXI-x;XV).
Por otra parte, esta relación está correlacionada con la relación
caroteno: proteína (r2 = 0.76, P< 0.001) .
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Para la relación a-caroteno: clorofila existe interacción entre la
longitud de onda y la concentración de nitrato (P = 0.000), entre la irradiancia
y la longitud de onda (P = 0.000), y entre la irradiancia y la concentración de
nitrato (P = 0. 0 ^ ) . .
5.- Discusión
•
Discusión
•
Durante las últimas décadas la utilización de las microalgas ha
ganado interés. Éstas han sido utilizadas como modelo biológico en la
investigación fundamental por su flexibilidad metabólica y características
fisiológicas. El desarrollo de la biotecnología microalgal ha permitido no sólo
el desarrollo a escala comercial de ^ cultivos de nuevas especies, sino la
ampliación de la lista de aplicaciones de estos microorganismos y las
sustancias de interés químico, farmacéutico e industrial que de ellas se
extraen.
La microalga Chlorella vulgaris ha sido muy utilizada como materia
prima para la obtención de bioderivados, sin embargo, su aplicación más
generalizada es como SCP (Single Cell Protein). En los últimos años han
aparecido trabajos sobre la aplicación en biomedicina de los e^ctractos
acuosos de esta microalga (Hasegawa, 1990; Ibusuki y Minamishima, 1990;
Tanaka, 1990); mientras que la utilización de los pigmentos no ha sido de
interés comercial, por el contrario, los feofórbidos presentes en la biomasa
procesada constituyen una limitación para su utilización ya que éstos
producen, después de su ingestión, irritaciones de la piel en humanos debido
a fenómenos de fotosensibilización. El Ministerio de Salud de Japón ha fijado
el límite de feofórbidos en productos de Chlorella, en 100 mg por 100 g de alga
(Becker, 1988); de aquí que sea necesario despigmentar la biomasa destinada
a la elaboración de tabletas, lo que además de minimizar el riesgo de exceder
los límites de feofórbidos, mejora la aceptabilidad de las tabletas elaboradas
a partir de esta microalga.
El secado por aspersión es el método más común de procesar la
biomasa, con una eficiencia y un coste comparable al secado de tambor (0.5-
1 dólares kg-1) (Becker, 1994); la biomasa procesada es un polvo fino y
uniforme con una humedad residual baja. Este tipo de secado permite
tiempos cortos de exposición a temperaturas inferiores a las que se necesi-
tan con un secador de tambor; sin embargo, puede causar deterioros signifi-
cativos en la composición pigmentaria o de vitaminas, por lo que es recomen-
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dable la adición previa de antioxidantes (Becker, 1994), lo que encarece el
proceso de obtención de biomasa seca para su posterior utilización.
El áporte de pigmentos al peso seco de la biomasa seca de C. vulgaris
obtenida a partir de los cultivos a gran éscala (1.87-2.24%) (Tabla II) coinciden
con los valores citados^por Brown et al. (1989). Considerando los feopigmentos
el aporte es mayor: 6.08-7.05%; por lo que se infiere que el ^procesamiento de
la biomasa mediante el secado por aspersión ( "spray dryer") afecta
ŝignificativamente a sus cualidades, provocando la degradación de las
clorofilas.
. El extracto alcohólico que resulta de la despigmentación de la biomasa
seca es, por tanto, una mezcla de productos de degradación de pigmentos, con
un alto contenido de feofórbidos, por lo que constituye un subproducto en la
fabricación de tabletas a partir de biomasa de C. vulgaris.
La obtención del EHC (Extracto Hidroalcohólico de Cuproclorofilinas) a
partir de este extracto alcohólico de pigmentos que resulta de la
despigmentación de la biomasa de C. vulgaris puede explicarse con las
relaciones entre la clorofila y sus derivados (Fig. 35), propuestas por Moreno
y Yusta (1967).
Desde el punto de vista químico la clorofila está constituida por un
núcleo porfirínico formado por cuatro anillos pirrólicos (clorina), unidos
covalentemente por un átomo central de magnesio, además de una larga
cadena hidrófoba de 20 átomos de carbono, que no es más que el fitol, un
alcohol terpénico con fórmula C20H400, responsable de la liposolubilidad de la
molécula.
Por hidrólisis ácida la clorofila pierde el átomo de magnesio, dando
lugar a la feofitina; el tratamiento posterior con una sal de cualquier metal
permite, nuevamente, la formación del enlace metalorgánico, siempre que
se ajuste al hueco del anillo de clorina. La inserción del Mg en la molécula de
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Figura 35. Retaciones entre la clorofila y sus derivados según Moreno y Yusta (1967).
clorofila se debe a una quelatasa, sin la cual este enlace no seria posible
debido a la mayor afinidad del anillo por los iones de los metales de transición
del primer grupo como: Zn2+, Cu2+ y Fe2+ (Fráustico da Silva y Williams, 1991),
de aquí que la inserción del Cu2+ en el anillo de clorina libre de Mg, sea un
proceso relativamente rápido, manifestándose un cambio de color inmediato
en la solución utilizada como materia priina, que pasa de un color pardo a un
verde brillante.
Por acción de un álcali en frio, se libera una molécula de metanol
proveniente del anillo de ciclopentanona y se libera, además, el fitol, formán-
dose la sal del ácido clorofilínico. Esta sal que conserva el átomo metálico es
la clorofiLina que, a diferencia de la clorofila, es hidrosoluble. Si la hidrólisis
no es completa el fitol no se libera y la molécula conserva la liposolubilidad.
Una hidrólisis básica drástica puede provocar la ruptura del anillo de clorina
con la consiguiente formación de derivados que carecen de interés tecnoló-
gico. El producto final puede estar contaminado con ceras, aceites, lecitinas
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y carotenoides, los que pueden ser separados por su interés económico. En el
EHC no se ^detecta contaminación por carotenoides, por el contrario, ésta
aparece en el preparado comercial; dicha fracción se elimina después de la
separación de fases incluida en la metodología de obtención.
A pesar de que la metodología propuesta no implica la aparición de
productos contaminantes, en lo que a la aparición de derivados o productos de
la degradación de pigmentos respecta (Fig. 9), la extracción alcohólica puede
arrastrar otros componentes de la biomasa, por lo que se determinó la
presencia de contaminantes lipídicos en el extracto; esta fracción representa
un 0.04%, lo que puede estar relacionado con la presencia del fitol y productos
de degradación, así como de ácidos grasos de la biomasa de C. vulgaris. ^
Se conoce la existencia de patentes en las que se obtiene sal disódica
de cuproclorofilinas a partir de hojas de bambú, ortiga y plantas medicinales
(Kilyén et al., 1983; Gurinovish et al., 1985; Utokiama y Tidzoko, 1985). En
todos los casos la metodología de obtención implica calentamiento, lo que trae
consigo la aparición de numerosos compuestos no deseados en los preparados
comerciales; las metodologías propuestas tienen como desventajas la limita-
ción de la materia prima, una fase de extracción primaria poco factible
dependiendo de la materia prima utilizada, y un proceso final de recuperación
del solvente de extracción, que en cierto modo quedan resueltas en la patente
de Kilyén et al. (1983). Los preparados comerciales son, por tanto, una mezcla
de diferentes productos de degradación de la clorofila, entre los que están la
isoclorina e4, 2-a hidroximesoisoclorina e4, pirofeofórbido, rodoclorina, 2-a
hidroximesorrodoclorina, purpurina18 y concentraciones despreciables de
clorina e6 (Strell et al., 1955).
La calidad del derivado clorofilico depende, fundamentalmente, de la
prevención de alomerizaciones, es decir, hidrólisis y ruptura del anillo, las
que no se producen en presencia de ácido oxálico (C2H2O4) (Villar y Santos,
1970), de aquí que, a diferencia de las metodologías de obtención de los
derivados cúpricos de clorofilinas descritas en las patentes revisadas (Kilyén
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et al., 1983; Gurinovish et al., 1985; Utokiama y Tidzoko, 1985), en la
metodología propuesta se use este ácido orgánico en vez del HCI.
^ El extracto tiene una concentración importante de sodio, lo cual es
lógico ya que se trata de una ^ sal disódica de cuproclorofiliizas cúpricas;
además, puede haber cualquier exceso de NaOH, teniendo en cuenta el pH del^
extracto. Contiene además, cantidades significativás de Cu, del cual sólo
trazas corresponden a Cu libre, por lo que está dentro de los límites aceptados
por la FAO en caso de que el producto se ingiera: 200 mg kg-1 de peso corporal
(Bobbio y Guedes,1990); por tanto, la presencia de Cu no implica riesgo alguno
para la utilización del EHC como antiséptico tópico en la mucosa bucal o en
preparaciones farmacéuticas como colutorios, gárgaras, cremas o geles
dentales, referido ésto a cualquier ingestión accidental.
Además del Cu, otro de los metales que afectan los tejidos blandos es
el Zn, el cual aparece en una concentración de 4 mg 1-1(Tabla IX), lo que puede
estar asociado a contaminación de los productos comerciales utilizados
durante el proceso de obtención del EHC; el Fe, también aparece en pequeñas
concentraciones. La presencia de Ni puede deberse a la contaminación de los
reactivos comerciales, o bien a restos del medio de cultivo en la biomasa
utilizada como materia prima, al igual que las trazas de Ca, Co y Mn. El Pb,
perteneciente al segu.ndo grupo de metales tóxicos, localizados generalmente
en huesos y muy buscado en preparaciones farmacéuticas por los riesgos que
ocasiona su presencia, aparece^ como traza en el EHC. El Al, As, Sn, Cd y Hg,
no aparecen en el extracto, lo que constituye una ventaja teniendo en cuenta
el efecto tóxico de éstos.
La pequeña concentración de Mg que se detecta en el extracto podría
estar asociada a restos de clorofila sin transformar; sin embargo, no se
detecta la clorofila en los análisis por HPLC por lo que la hipótesis no es válida;
otra posibilidad es la presencia de restos de medio de cultivo en la biomasa
utilizada para la extracción del extracto alcohólico de pigmentos, o bien que
quede como contaminante del proceso de obtención. La presencia de Mg en
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el ^extracto puede ser ventajosa teniendo en cuenta su papel como regulador
biológico del ciclo celular y su acción en la prevención de la carcinogénesis
(Mori et al., 1992).
La sal disódica de cuproclorofilinas se usa en geriatría para reducir
olores fecales, urinarios o corporales (Young y Beregi, 1980; Nahata et al.,
1983); existen evidencias de su utilidad en la cicatrización de heridas
(Krasnikova, 1973) y en el tratamiento de cálculos de oxalato de calcio
(Tawashi et al., 1982). Además de estas propiedades, se cita su actividad
antimutagénica en ensayos de genotoxicidad a corto plazo tanto in vitro como
in vivo (Ong et a1.,1986), debido a que su interacción con agentes mutagénicos,
disminuye la biodisponibilidad de éstos (Dashwood et al., 1991).
Por otra parte, las clorofilas y cuproclorofilinas cúpricas son dos de los
pigmentos porfirínicos aceptados como colorantes al ŭnentarios (E 140 y E 141)
(Coulson, 1980); sin embargo, la estabilidad de los complejos cúpricos es
mayor (Bobbio y Guedes, 1990). El Cu, con un peso atómico de 63.54, 2.6 veces
mayor que el del Mg, con 24.31, es un metal de transición; su utilización en
f;^n a Cu2+ implica la presencia de 9 electrones en los orbitales 3d, por lo que
forma un enlace covalente más energético y, por tanto, mucho más estable
que el del Mg. El EHC obtenido a partir de C. vulgaris mantiene un color estable
a valores de pH entre 3 y 11, mantiene su color cuando se expone a altas
intensidades de luz y temperaturas hasta 50°C.
El extracto fue evaluado como desinfectante y antiséptico; para ello se
realizaron los ensayos microbiológicos recomendados por las normas del
INHE (Chiong et al., 1985), utilizando como microorganismos de ensayo:
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Escherichia colty Pseudomonas
aeruginosa. El EHC fue más efectivo que el alcohol a170% frente a todos los
microorganismos ensayados, y tan efectivo como el fenol a12% para E. coli y
P. aeruginosa.
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El extracto es activo como desinfectante, garantizando la acción letal
en 1 min de exposición; sin embargo, en presencia de interferencias como
jabón y/o proteínas, contaminantes comunes en cualquier proceso de desin-
fección, hay pérdida de efectividad en el tiempo de acción letal del producto
sobre los microorganismos ensayados y no se verifica hasta los 5 min de
exposición. . ^
El EHC es efectivo en la desinfección química de las ropas; sin
embargo, el inconveniente fundamental es que además de su acción desin-
fectante, actúa como colorante, lo cual es importante a tener en cuenta para
su posible aplicación.
El EHC a10.?% en solución hidroalcohólica actúa como un desinfec-
tante de amplio espectro con un tiempo de acción letal de 5 min, lo cual se
deduce a partir de los resultados del espectro bactericida y de los resultados
del test de desinfección de superficies, con el que se garantizó un 100% de
muerte después de 1 min de exposición.
El extracto fue evaluado además como antiséptico; para ello se realizó
el test de desinfección higiénica y quirúrgica de las manos, y el test de
desinfección de la piel sana. De acuerdo con los resultados obtenidos el EHC
actúa sobre los microorganismos ensayados con una efectividad mucho
mayor que el límite establecido en la norma cubana (Chiong et al., 1985),. que
es de160%. En todos los experimentos la efectividad fue mayor que 94%.
Los resultados demuestran la utilidad práctica del EHC obtenido a
partir de C. vulgaris como desinfectante y antiséptico.
La obtención de un extracto de cuproclorofilinas a partir de microalgas
ofrece las ventajas inherentes de la materia prima, referido a productividad,
rendimiento y fácil extracción. Por otra parte, el EHC se obtiene a través de
un diagrama operativo relativamente sencillo (Fig. 5) que puede adaptarse a
un diagrama integrado de extracción de bioderivados; además de valorizar la
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biomasa, puesto que la materia prima para su obtención es un subproducto
del proceso de obtención de tabletas a partir de C. vulgaris. Además de estas
' ventajas, es un antiséptico de origen natural; por lo que tiene ventajas sobre
otros en el mercado, ^teniendo en cuenta que en los últimos años los productos
naturales han desplazado a muchos productos sintéticos.
El extracto hidroalcohólico de cuproclorofilinas puede ser obtenido a
partir de cualquier otra especie de microalga que tenga un contenido
significativo de clorofilas.
La biomasa de C. vulgaris se utilizó, además, para la obtención del
extracto acuoso (EC), del que se conocen numerosas aplicaciones; sin
embargo, su caracterización no está tratada a fondo en la literatura. Por otra
parte, se evalúa su utilización en el cultivo de células vegetales y
microorganismos, aplicaciones que no están citadas hasta el momento. La
microalga C. vulgaris ha sido una de las especies más estudiadas en investi-
gaciones relacionadas con la extracción de sustancias biológicamente acti-
vas, por las cualidades de su biomasa y la versatilidad de sus cultivos. De
forma particular, la industria de explotación de Chlorella se ha desarrollado en
Japón y Taiwan, destinando la biomasa, fundamentalmente, a su uso como
suplemento dietético y, en general, para la salud (Richmond, 1986c).
Los medios de cultivo naturales son ricos en compuestos solubles
orgániĉos e inorgánicos, y muy prácticos por su fácil obtención y aplicabilidad
industrial, a pesar de su variable composición. Los extractos crudos pueden
contener, según la especie de microalga y su composición específica:
carbohidratos, aminoácidos, péptidos, proteínas, vitaminas y otros factores de
crecimiento, en proporciones variables, lo que está estrecharrlente relacio-
nado con la metodología de extracción y las condiciones de cultivo.
El extracto acuoso obtenido a partir de C. vulgaris (EC) con un rendi-
miento del 15.5% respecto a la biomasa seca, tiene una concentración
proteica de 2.48 mg ml-1, superior a la de carbohidratos ( l. lmg ml-1), de aquí
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que se le dé mayor importancia. El espectro UV-visible mostró un máximo de
absorción cercano a 280 nm (278 nm), lo que puede estar relacionado tanto
con el aporte proteico, como con la presei^cia de bases purínicas o pirimidínicas
de los ácidos nucleicos, que absorben fuertemente entre 260 y 280 nm, y que
representan un 9% del residuo sólido del extracto. Por otra parte, el extracto
no tiene una composición iónica equilibrada, referido al Na y el K. La
presencia de Mg, Cu, Zn y trazas de Fe, Ni y Mn, puede deberse a restos del
medio de cultivo empleado, no eliminados totalmente durante los lavados
celulares, o bien a componentes celulares que pasan a la solución durante el
proceso de obtención de dicho extracto.
A partir del e^rtracto acuoso se purificó la fracción proteica, realizando
precipitaciones con diferentes agentes. Se realizó una precipitación por
salado con (NH4)ZSO4^S), una precipitación con etanol al ?0%, una con acetona
fría y por último se precipitó con TCA (ácido tricloroacético) al 10%, para
comparar cuál de los métodos permitía una mejor purificación; obteniéndose
los mejores resultados con etanol al 70%. Aunque se utiliza el término
fracción proteica, la metodología de obtención no permite la recuperación de
proteínas intactas, ya que implica calentamiento de las células hasta cerca
de 100°C; por otra parte, debido a las características de la pared célular de C.
vulgaris, el tratamiento no provoca ruptura celular, por lo que en última
instancia, se pueden extraer solamente compuestos de bajo peso molecular.
Se obtienen tres péptidos con un peso molecular de 12.4, 16.6 y 18.6
kDa. Soong (1980) describe la presencia en el extracto de C. vulgaris, de un
nucleopéptido de carácter ácido, con un peso molecular menor de 15 kDa, al
que denomina CGF (Chlorella Growth Factor), en células que crecen en
presencia de luz, que podría ser el péptido de menor peso molecular obtenido.
El análisis de aminoácidos de esta fracción permite detectar un alto conte-
nido de ácido aspártico y glutámico, lo que le daría un carácter ácido a la
fracción; de aquí la descripción hecha por Soong, el que además refiere que
precipita con sales de bario.
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Por otra parte, el análisis de aminoácidos libres en el extracto crudo
permite detectar la presencia de tres aminoácidos esenciales: lisina, histidina
y leucina, además de una concentración importante de ácido glutámico,
significativame^te superior al resto de los aminoácidos presentes en el
extracto; siendo importante además el contenido de alanina, prolina, aspártico
y serina; sin embargo, existe un déficit del resto de los aminoácidos. En la
biomasa de C. vulgaris, el aminoácido mayoritario es el ácido glutámico,
seguido por la leucina, la alanina y el aspártico (Becker, 1988), por lo que es
lógico que sea el ácido glutámico el aminoácido más importante en el EC. El
carácter ácido del extracto puede estar relacionado con el alto contenido de
este aminoácido. Por otra parte, la reacción de degradación del ácido glutámico
a oxoglutarato es de vital importancia en la biosíntesis de cualquier aminoácido
para cualquier especie. La transaminación de los a-oxoácidos con el glutámico
como donador de grupos amino constituye la vía principal de introducción de
éstos en la biosíntesis de la mayoría de los aminoácidos.
El extracto de C. vulgaris fue evaluado como medio de crecimiento para
diferentes microorganismos con resultados satisfactorios. Las formulaciones
preparadas a partir del EC, tanto sólidas como liquidas, tienen utilidad en la
práctica microbiológica. Desde el punto de vista nutricional, el extracto
permite el crecimiento de Serratia sp., Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis; S^aphylococcus aureus, Escherichia coli y^una• levadura a altas
diluciones, lo que podría justificarse por la presencia de sustanciás reguladoras .
del crecimiento capaces de mantener su actividad biológica aún en pequeñas
concentraciones.
En el caso del P. mirabilis, el medio formulado inhibé el crecimiento en
velo característico, lo que resulta beneficioso para su aislamiento y di^eren-
ciación morfológica. Este efecto puede deberse a una deficiencia de electrolitos
en el medio formulado, característica del medio C.L.E.D (Cystein Lactose
Defficient Medium) recomendado para bacteriología urinaria, según descrip-
ciones que aparecen en el manual de OXOID (1992), lo cual se justifica con
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los resultados de la composición elemental descritos con antelación para el
extracto estudiado; además de la carencia en el medio de cisteína, lo cual es
de esperar teniendo en cuenta que en la biomasa de C. vulgaris no se ha
detectado. la presencia de este aminoácido (Becker, 1988).
El extracto de C. vulgaris se compara con el hidrolizado ácido de
caseína, preparado que proporciona el material nitrogenado necesario para
numerosos medios de cultivo, y con peptona de soja, peptona vegetal prepa-
rada por digestión enzimática de la harina de soja, usado en los medios de
cultivo de forma universal, incluyendo el cultivo de hongos. La composición
de ambos preparados aparece en la tabla XXVI, según datos tomados del
manual de OXOID.
El contenido de nitrógeno total es significativamente menor en el EC
que en el hidrolizado de caseína y en la peptona de soja; sin embargo, el
contenido de nitrógeno orgánico es mayor en el EC que en la peptona de soja
y algo menor que en el hidrolizado de caseína. Por otra parte, la peptona de soja
contiene un porcentaje importante de carbohidratos, de aquí que sea idónea
para muchas finalidades, incluyendo el cultivo de microorganismos exigen-
tes, cuando se requiere un crecimiento rápido y abundante. El EC contiene
un porcentaje algo menor de carbohidratos, que no deja de ser importante en
su composición, aunque el aporte ^proteico es mayoritario. ^
El EC contiene una mezcla de aminoácidos libres ^y tres péptidos de
bajo peso molecular, capaces de permanecer en solución a pesar de las
temperaturas alcanzadas durante el proceso de obtención, que le confieren
valiosas cualidades nutritivas para los organismos organotróficos, ya que de
forma general, el medio funcionaría como un material proteico parcialmente
digerido; ésto, además de la contribución de los hidratos de carbono y el aporte
de sales minerales. El contenido de ácido glutámico es mayor en todos los
casos, respecto al resto de los aminoácidos.
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Tabla XVI. Comparación del extracto de Chlor^slla vulgaris con preparados convencionales
utilizados en la práctica microbiológica ^como fuentes de nitrógeno.
Extracto de Hidrolizado ácido ^ Peptona de soja
Chiorella de caseína
Nitrógeno total
Nitrógeno orgánico
Carbohidratos (%)
Cenizas
pH de una sol. al 2%
después de autoclavar
Aminoácidos
alanina
arginina
ácido aspártico
cisteína
ácido giutácmtco
glicina
htsnaina
isoleucina
leucina
lisina
metionina
fenilalanina
proiina
serina
treonina
tript8fano
tirosina .
valina
Metales (%)
3.5 8.3 9.3
^ 3.5 4.8 2.2
9 - 13.9
38.16 36.6 13.7
6.3 ?.0 7.0
^%) (%)
5.70 1.64 2. 52
1.68 5.03
1.09 4.04 ?.94
0.13 0.80
6.18 15.29 14.68
1.09 2.98
l .s2 0.42 1.70
2.50 2. 50
1.77 4.33 4.46
2,95 5.14 3.92
1.85 0. 55
2.89 3.01
5. 52 5. 54 3.64
1 0.93 0.68
1.47 1. 38
- 0.69
2.08 2. 36
. 3. 54 3.10
0.28 0.27 2.90
0.22 13.5 1.10
0.0001 0.0143 0.2630
0.00014 0.0001 0.0004
0.004 0.0025 0.0027
T 0.0056 0.0207
T - -
T 0.00003 0.00002
0.0243 0.0930
- < 0.0002 < 0.0002
- < 0.002 < 0.002
Discusión
El contenido de potasio es similar al hidrolizado de caseína; sin
embargo, no existe un balance entre el Na y el K en el EC, siendo el contenido
de ambos elementos prácticamente idéntico, e inferior respecto al hidrolizado
de caseína y la peptona de soja. Respecto al contenido ^de Mg, Fe y Mn, es
mucho menor en el EC; mientras que el de Cu es prácticamente igual para
los tres preparados. El Na, K, Mg, Fe y Mn fueron detectados en la biomasa seca
de C. vulagris. El Pb y el Sn no se detectan en el EC, lo que constituye una
ventaja, ya que estos metales pesados impedirían su utilización para otros
fines comerciales; en la biomasa, estos metales aparecen en concentracio-
nes ínfimas por lo que es lógico que no aparezcan en el extracto; el Ni, que no
aparece en los preparados convencionales, pudiera ser un residuo del medio
utilizado en los sistemas de cultivo a cielo abierto, ya que los productos
comerciales empleados en el cultivo de microalgas son fabricados por una
empresa que explota yacimientos de Ni, por lo que aparece en menor o mayor
concentración como contaminante en sus preparados comerciales; de hecho
aparece también en la biomasa aunque en pequeñas concentraciones.
Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos, y las especificacio-
nes de calidad de los medios de cultivo que se describen en la Norma Cubana
57-94-1 (1986) se verifica la utilidad del EC como medio de cultivo en la
práctica microbiológica, para organismos Gram positivos y Gram negativos.
Estos resultados fueron corroborados mediante la introducción del EC formu-
lado como medio sólido y líquido, en la rutina de los servicios de microbiología
clínica del Hospital Pediátrico Norte de Santiago de Cuba, donde fue utilizado
tanto para la toma de muestras como en aislamientos, subcultivos y mante-
nimiento de microorganismos.
Se evaluó, además, la posible utilidad del extracto en el cultivo de
células vegetales, específ camente en el desarrollo de callos embriogénicos
de orquídeas del género Catileya.
Las orquídeas son plantas tropicales exóticas muy comercializadas
que se propagan fácilmente por embriogénesis somática a partir de callos
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sembrados en medios de cultivo enriquecidos con reguladores del crecimien-
to. La micropropagación de orquídeas permite la obtención de 100 plántulas
por gramo de callo embriogénico (Morán, C.P.), además de las ventajas de la
técnica en sí. Disminuir el coste del . medio de cultivo sustituyendo ^ los
reguladores del crecimiento por un extracto de origen natural asequible y
económico, constituye una excelente alternativa.
En las formulaciones con 50% y 100% de extracto, la concentración de
hidratos de carbono podría ser limitante, ya que el medio basal contiene
sacarosa al 3%; sin embargo, la diferencia respecto a los valores del peso
fresco de los callos entre estas variantes debía ser mayor. Por otra parte, si
la limitación fuera sólo por la fuente de carbono deberían existir diferencias
signif'icativas entre el control y la formulación con 10% de extracto, siendo
menores los valores alcanzados con esta última. Sin embargo, los resultados
no justifican que la diferencia entre los pesos frescos se deba solamente a
una limitación por el carbono.
De acuerdo con los análisis realizados, el crecimiento puede estar
también inhibido por un déficit de sales minerales, que de algún modo
satisface las necesidades de la plántula en las formulaciones donde se
sustituye sólo parte del medio basal, el cual aporta carbono y sales minerales.
Teniendo en cuenta que , el crecimiento de embriones somáticos se ve
favorecido por una alta concentración de sales minerales (Ammirato, 1983),
la limitación del extracto acuoso de C. vulgaris puede deberse a un déficit de
éstas, lo que se confirma con los resultados obtenidos en su composición
elemental por absorción atómica, unido al déficit de la fuente de carbono.
Además de las limitaciones explicadas, a las formulaciones del medio
con EC no se les incorporó reguladores del crecimiento, lo que justifica la gran
diferencia entre los valores de peso . fresco obtenidos.
Según los resultados obtenidos el EC estimula el crecimiento de
células vegetales y microorganismos. Su componente mayoritario son las
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proteínas, cuya fracción soluble está compuesta por tres péptidos de los cuales
el de menor peso molecular ( 12.4 kDa) coincide con las descripciones hechas
por Soong ( 1980) del factor de crecimiento de Chlorella (CGF); sin embargo, los
dos péptidos restantes, podrían formar parte de la fracción. activa del EC. En
la naturaleza existen muchos péptidos biológicamente activos, con actividad
estimulante sobre el crecimiento, antibióticos, antioxidantes, inhibidores
enzimáticos, entre otras funciones (Yamaguchii et al., 1988), por lo que no se
puede descartar la actividad biológica del resto de los péptidos presentes en
la fracción proteica del EC.
La utilización del EC como medio de cultivo en la práctica microbiológica
y en el cultivo de células vegetales ampliaría las posibilidades de aplicación
de éste y contribuiría a valorizar la biomasa de C. vulgaris. Por otra parte,
permitiría su obtención a partir de biomasa no apta para el consumo humano,
ya que en este caso no se podría obtener EC para su ultilización en hospitales;
por lo que la cosecha no se perdería del todo; desde el punto de vista económico
esta aplicación constituiría una alternativa.
En la figura 36 se presenta un diagrama operativo integrado para la
producción de bioderivados de interés químico-farmacéutico a partir de C.
vulgaris; en éste se incluyen la fabricación de tabletas, hidrolizado proteico,
extracto de. carotenoides, extracto acuoso y extracto hidroalcohólico de
cuproclorofilinas. De forma general, se demuestra la versatilidad del cultivo
de esta microalga y su potencial para la producción de diferentes sustancias
en un único proceso tecnológico.
Sin embargo, la producción de R-caroteno a partir de Chlorella vulgaris
sería solamente una alternativa, pero desde el punto de vista económico
carece de interés, ya que es Dunaliella salina la microalga productora de este
pigmento por excelencia. Teniendo en cuenta las ventajas de esta microalga
para el desarrollo de su cultivo a gran escala se aisló a partir del medio natural
y se establecieron cultivos con el objetivo de obtener biomasa rica en p-
caroteno, la cual puede ser procesada para la extracción del pigmento o puede
-193-
Cultivo y aplicaciones de D. salina y C. vulgaris en Cuba
CULTNO DE ChloreUa vulgaris
1
^
CENTRIFUGAC(ON
SECADO
f
BIOMASA SECA
BIOMASA DESPIGMENTADA
SUSPENSIbN
. ...............................................
11
DISRUPC[ON
LAVADO
TABLEt
POLVO
PRECIPTfAC10N PRO'IEICA
CENTR[FUGAC[ON
H[DROLIS[S ENZ(MÁ7iCA
HIDROLIZADO
PR07EIC0
BIOMASA SEGUNDA MANO
CENTRIFUGACION
BIOMASA HUMEDA
i
CENTRIFUGACION
LAVADO
EX'IRACCION ETANOLICA
PRECIPTfACION DE ACIDOS ORGÁNICOS
CENTRIF[IGACiON
SOBRENADANTE
HIDROLISIS ALCALINA
PARTiCION CON ETER DE PETROLEO
SEPARAC[ON DE FASES
FASE ETEREA
CONCENTRACION
EXTRACTO DE
CAROTENOIDES
^ . ..................................................................................
IN'fERCAMBIADOR DE CALOR
ICENTRIFUGACION
SOBRENADANTE
CENTR[FUGACION
EXTRACTO ACU050
CONCENTRACION
PRECiPITACION ETANOLICA
FRACCIÓN PROTEICA (cgf}
ROTAEVAPORACION
REDISOLUCION
ESTERILIZACION POR FILTRACION
EXTIZACTO
HIDROALGOHÓLICO DE
CUPROCLOROFILINAS
Figura 36. Diagrama operativo integrado para la extracción de productos de interés
químico-farmacéutico a partir de Chlorella vulgaris.
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ser usada directamente en la elaboración de cápsulas para el consumo
humano.
La variabilidad bioquímica de numerosas especies de microalgas, en
función de factores físicos y químicos, ha hecho posible la manipulación de
éstos con el propósito de inducir en los cultivos masivos, la síntesis y
acumulación de metabolitos de interés. Mediante la mod^cación cuantita-
tiva de diferentes nutrientes a partir de un medio de crecimiento óptimo se
han obtenido importantes variaciones en cuanto a productividad y composi-
ción bioquímica de las microalgas en cultivo. Usualmente, los factores que
limitan el crecimiento son: la concentración de nitrógeno, fósforo (Fábregas
et al., 1984; Wikfors, 1986; Jiménez y Niell, 1990; Berges et al., 1996), y dióxido
de carbono; la luz y la temperatura (Borowitzka y Borowitzka, 1988b; Raven,
1988), además de la presencia de predadores y competidores, en el caso de los
cultivos a cielo abierto (Richmond, 1986b). Por otra parte, las modificaciones
cualitativas también dan lugar a sustanciales variaciones en cuanto a
crecimiento, composición bioquímica (Herrero et al., 1991; Flynn et al., 1992)
y actividad enzimática (Jiménez del Río et al., 1994).
La determinación de los factores limitantes para el crecimiento y la,
productividad es de fundamental importancia en los cultivos comerciales de
microalgas (Borowitzka y Borowitzka, 1988b); en estos cultivos el déficit de
nutrientes es la causa fundamental de la detención del crecimiento, pór lo
que las variaciones en la composición bioquímica entre la fase exponencial
y estacionaria son similares a las encontradas en células sometidas a
deficienciay suficiencia de nutrientes (Utting, 1985). Los cultivos microalgales
limitados por nutrientes son de gran importancia en biotecnología desde el
punto de vista de la producción de sustancias de interés químico-farmacéu-
tico e industrial. Las condiciones que favorecen la síntesis y acumulación de
algunos metabolitos, generalmente provocan un descenso sustancial en la
productividad, por lo que la estrategia de producción a gran escala consiste,
fundamentalmente, en cultivar por etapas: primero, es necesario obtener
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cultivos con alta densidad celular y luego se induce la síntesis de los
metabolitos de interés, bien por manipulación de factores físicos y químicos,
'realizando la cosecha en la fase estaciona'ria del crecimiento, o incluso
utilizando ambas estrategias.
En el cultivo masivo la productividad aumenta con la concentración de
nitrógeno hasta que, probablemente, ésta queda limitada por el aporte de luz
(Fábregas et al., 1985a). La luz es uno de los factores ambientales que ejerce
mayor influencia sobre los sistemas acuáticos; tanto la intensidad como la
longitud de onda pueden controlar la asimilación de nitrato por las células,
modulando su incorporación o su reducción, mediante la regulación de la
síntesis y actividad de la nitrato reductasa (NR) (Maldonado y Aparicio, 1987).
La iluminación puede cambiar considerablemente en el entorno
celular, por lo que la aclimatación del aparato fotosintético a condiciones
temporales, constituye la estrategia esencial para la supervivencia de los
organismos fotosintéticos (Rúdiger y López-Figueroa, 1992), que pueden vivir
con éxito dentro de un amplio intervalo de variaciones de este parámetro
(Philips y Mitsui, 1982). Una de las caracteristicas más importantes a tener
en cuenta en las especies de interés comercial para su cultivo masivo es
precisamerite su capacidad de aclimatación y/ o adaptación a las condiciones
de iluminación. ^
l.as especies del género Dunaliella han sido utilizadas con frecuencia
en estudios sobre la variación de diferentes factores ambientales por su gran
tolerancia y flexibilidad fisiológica (Ben-Amotz y Avron, 1989a; Jiménez y
Niell, 1990). Por otra parte, es bien conocido el desarrollo de cultivos masivos
a escala comercial de D. salina y D. bardawil, con el objetivo de producir (3-
caroteno (Borowitzka et al., 1984; Ben-Amotz et al., 1988b; Ben-Amotz y Avron,
1989b; Borowitzkay Borowitzka, 1990).
Se han llevado a cabo numerosas investigaciones para estudiar las
estrategias adaptativas de especies del género Dunaliella, con el objetivo de
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favorecer la acumulación masiva de este pigmento. Se conocen trabajos en
los que se ha estudiado el efecto de la concentración de nitrógeno sobre las
células en cultivo de Dunaliella (Ben-Arriotz et al., 1982; Ben-Amotz y Avron,
1983b), así como la influencia de la longitud de onda sobre el crecimiento y
la composición pigmentaria de esta microalga (Ben-Amotz y Avron, 1989b).
Por otra parte, se ha demostrado que el aumento de la irradiancia espectral
produce la acumulación de grandes cantidades de a-caroteno (Borowitzka et
al., 1984; Lers et al., 1990). Se ha estudiado además, la interacción entre
factores como el déficit de nitrógeno y la irradiancia espectral (Ben-Amotz,
1987; Lers et al., 1990; Tan et al., 1993); la longitud de onda y la irradiancia
(Ben-Amotz y Avron, 1989b) y la longitud de onda y la fuente de nitrógeno
(Pirson y Kowallik, 1960); sin embargo, se ha prestado menor atención a la
interacción entre los tres factores.
Dunaliella salina crece a concentraciones salinas hasta 5 M, siendo
el crecimiento óptimo a 2 M; a esta concentración se detecta, además, la
velocidad fotosintética máxima; sin embargo, a 1 M es mínima (Post et al.,
1983; Jiménez et al., 1990). Los cultivos se establecieron a una concentración
salina de 1.5 M, que es el término medio entre el crecimiento máximo y
mínimo.
La luz continuá se utilizó con el objetivo de evitar fenómenos de
aclimatación a bajas intensidades, caracteristicos de células cultivadas en
ciclos nictimerales (Toro, 1989), lo que podría afectar la interpretación de los
resultados en los experimentos donde se ensaya el efecto de los diferentes
niveles de irradiancia espectral. Por otra parte, la luz continua es más
efectiva en la formación de carotenoides que el ciclo nictimeral (Kobayashi
et al., 1992) o un ciclo de luz:oscuridad 10:14 (Ben-Amotz y Avron, 1983b). La
mayoría de los trabajos sobre la interacción entre distintos nutrientes
limitantes y entre éstos y la intensidad luminosa han sido realizados con luz
continua. El efecto de la utilización de ciclos luz: oscuridad es aún un punto
de debate.
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En los cultivos de D. salina el número de células aumenta proporcio-
nalmente con la concentración de nitrato dentro de la radiación
fotosintéticamente activa (400-700 nm) y a longitudes de onda mayores que
700 nm, correspondientes al rojo lejano, al igual que las tasas de crecimiento.
Las mayores . densidades celulares se obtienen a partir de los 2.5 mM de
nitrato, siendo óptimas las concentraciones 5 y 7.5 mM, indistintamente
(Fig. 13-17). Existe, además, un efecto claro de la intensidad de la luz sobre los
parámetros del crecimiento para todas las longitudes de onda; éstos mejoran
con la irradiancia espectral dentro del intervalo ensayado (35-150 µmol m-2
s-1), obteniéndose los mayores valores a 150 µmol m-2 s-1. Similares resulta-
dos fueron citados para D. bardawil cultivada en condiciones de luz blanca
(Ben-Amotz, 1986; Tan et al., 1993).
El nitrógeno es necesario para la biosíntesis de proteínas y ácidos
nucleicos; su déficit conduce, desde el punto de vista metabólico, a la
acumulación de grandes cantidades de sustancias de reserva como lipidos y
carbohidratos (Becker, 1994) y a una redistribución del nitrógeno celular, que
conlleva la degradación de la reserva de aminoácidos y otros compuestos ricos
en nitrógeno, como las clorofilas (Hipkin y Syrett, 197?); en ausencia de
nitrato cesa la división celular (Ben-Amotz y Avron, 1983b; Levy y Gantt,
1990). ^
Se han descrito dos tipos de respuestas a factores limitantes relacio-
nadas con la tasa de crecimiento: la de tipo I, en la que se reduce el
rendimiento final manteniéndose constante la tasa de crecimiento, típica de
plantas terrestres; y la de tipo II, en las que la reducción del nutriente^
limitante provoca una disminución de la tasa de crecimiento, acompanado 0
no de una reducción del producto final. Ambas respuestas han sido desçritas
para microalgas; sin embargo, en los sistemas acuáticos el modelo adecuado
es el tipo II, ya que los nutrientes se reciclan rápidamente (O"Brien, 1972).
En los cultivos de D. salina las células responden a la deficiencia de
nitrato según el modelo II, existiendo una fuerte correlación entre este factor
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y la tasa de crecimiento. Droop (1968) y Caperon y Meyer (1972) demostraron
que, bajo limitación de nutrientes, la tasa de crecimiento está altamente
correlacionada con la concentración intracelular del nutriente limitante,
dando lugar a lo que se conoce como modelo de crecimiento de cuota
intracelular. El desarrollo de dicho modelo está relacionado con el desacopla-
miento entre la absorción del nutriente limitante y el crecimiento, en
condiciones de fuerte limitación (McCarthy y Goldman, 1979).
Cuando una población microalgal es privada de nitrógeno la tasa de
división celular decrece y el carbono fijado fotosintéticamente es desviado
hacia la síntesis de productos de reserva a expensas de la síntesis proteica,
la cual decrece debido a la baja disponibilidad de nitrógeno (Myklestad, 1988).
La baja concentración celular de proteínas se ha asociado fundamentalmen-
te con el déficit de nitrógeno (Healey, 1975; Ben-Amotz, 198?), tanto en
cultivos experimentales como en condiciones naturales, especialmente en
los "blooms" (Barlow, 1984), con el aumento de la concentración de carbohidratos
y la disminución de la relación clorofila: carotenos (Ben-Amotz, 1987).
Como respuesta general, la concentración proteica aumenta con la
concentración de nitrato y el nivel de irradiancia espectral en los cultivos de
D. salina. Los máximos valores se obtuvieron a 150 µmol m-2 s-1 en los cultivos
con 5 y 7.5 mM de nitrato (Tabla XVIII). Respecto a la irradiancia espectral,
resultados similares fueron encontrados por Sánchez-Saavedra y Voltolina
(1996). Por otra parte, la disminución de la luz desde 100 hasta 50 µmol m-2
s-1 en Isochysis sp. (clon T-ISO) (Prymnesiophyceae), causó una disminución
del contenido proteico celular (Brown et al., 1993), resultados que coinciden
con los obtenidos en estos experimentos. La cuantificación de la proteína
soluble total revela una fotorregulación de la acumulación proteiça, relacio-
nado con la incorporación y asimilación del nitrato y/o amonio del medio y la
actividad de la nitrato reductasa (López-Figueroa y Rúdiguer, 1991). Por otra
parte, se sabe que a niveles altos de irradiancia no sólo aumenta la
concentración proteica, sino que cambia significativamente el patrón protei-
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co de D. salina y D. bardawil, por lo que se sugiere que gran parte de la fracción
proteica puede tener funciones relacionadas con la carotenogénesis (Cowan
et al., 1992). Lo que explicaría, además, el comportamiento de la relación
caroteno:proteína con la irradiancia en los cultivos de D. salina. Esta relación
aumenta con la irradiancia espectral, mientras que disminuye con el
aumento de la concentración de nitrato.
Respecto al contenido proteico se sabe que en los cultivos de D.
bardawil el contenido máximo encontrado es del 36% respecto al peso secó
(Ben-Amotz et al., 1985); en D. salina se encontraron valores desde 2.1 % en
luz día con rojo lejano a 0 mM de nitrato y 35 µmol m-2s-1, condiciones no
favorables para la síntesis proteica, hasta 26% en condiciones de luz azul, en
cultivos establecidos con suficiencia de nitrato a 150 µmol m-2s-1.
La irradiancia es una de las variables más importantes en la regula-
ción de la velocidad de división en algas unicelulares (Hobson, 1974). Sin
embargo, aunque las tasas de crecimiento aumentan proporcionalmente con
el nivel de irradiancia espectral y la concentración de nitrato, en los cultivos
a gran escala se observa una disminución de éstas debido, probablemente, a
fenómenos de autoensombrecimiento que limitan la disponibilidad de la luz
en el interior de los mismos, acompa.ñado del aĝotamiento de nutrientes.
. En la mayoría de las algas verdes la asimilación de nitrato es un
proceso estrictamente ^fotodependiente (Tischner y Lorenzen, 1979;
Ninnemann, 1987; Quiñones y Aparicio, 1990). La luz, en presencia de nitrato
y C02, promueve la síntesis del enzima NR; una disminución en la actividad
de este enzima resulta en una disminución de la asimilación de nitrato por
la célula (Huppe y Turpin, 1994). En los cultivos de D. salina el efecto de la
concentración de nitrato sobre el crecimiento está influenciado tanto por el
nivel de irradiancia espectral como por la longitud de onda.
Además de la irradiancia, se ha demostrado que en las algas, la
longitud de onda tiene una fuerte influencia sobre el crecimiento vegetativo,
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la inducción de la reproducĉión, la velocidad ^ de crecimiento (Dring, 1988;
López-Figueroa et al., 1995) y la composición química (Sánchez-Saavedra y
Voltolina, 1996). Sin embargo, Ginzburg (1987) plantea que la longitud de onda
no tiene un efecto importante sobre el crecimiento de Dunaliella, observán-
dose, de forma general, que la luz azul promueve ligeramente el crecimiento,
mientras que la luz roja tiene un efecto opuesto.
De acuerdo con los resultados obtenidos, la longitud de onda afecta
significativamente los parámetros de crecimiento estudiados en los cultivos
de D. salina. En los cultivos con luz día se obtuvieron las máximas densidades
celulares. La luz día tiene el aporte de todos los intervalos de longitudes de
onda del espectro visible, con máximos de emisión a 425 y 550 nm (Fig. 11),
de aquí que los mejores resultados se obtuvieran en estas condiciones.
La luz azul, con un máximo de emisión alrededor de los 425 nm, fue
tan efectiva como la luz roja pero menos que la luz día, sobre el crecimiento
de D. salina. En condiciones de luz azul el crecimiento está favorecido tanto
por la concentración de nitrato como por el nivel de irradiancia espectral,
obteniéndose los máximos valores de densidad celular a 5 mM y 150 µmol m-
2 s-1; sin embargo, a 7.5 mM hay un efecto ligeramente inhibitorio; éste puede
deberse a la correlación que existe entre las altas concentraciones de nitrato
y la fotoinhibición, como consecuencia de la inhibición de la actividad del
enzima NR, que conllevaría la acumulación de nitrito debido^a la pérdida del
equilibrio entre la actividad reductasa y los mecanismos de extrusión de éste,
provocando cierto efecto inhibitorio sobre la maquinaria fotosintética (Jiménez
y Niell, 1990).
La fotoinhibición, al igual que la fotoinactivación son fenómenos
fisiológicos que pueden vincularse a un descenso de la capacidad fotosintética
a intensidades de luz por encima de los valores de saturación, o sea,
superiores a las requeridas para obtener la tasa máxima de fotosíntesis
(Powles, 1984); se vinculan, fundamentalmente, a daños por sobresaturación
del PS II (Anderson y Styring, 1991; Jegerschóld y Stying, 1992; Vass et al.,
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1992). La fotoinhibición se manifiesta como una disminución de la actividad
fotosintética y un aumento de la fluorescencia, seguido por fotooxidación de
la clorofila; puede resultar también de la fotooxidación de componentes del
aparato fotosintético, retardando el flujo. energético de los PS I y II, lo que trae
consigo una reducción de la concentración del NADPH requerido para la
fijación de C02. La fotoinhibición no está claramente definida para ningún
sistema y, probablemente, esté afectada por varios factores (Gantt, 1990),
depende de la irradiación incidente tanto como de la longitud de onda. El
aceptor secundario (QB ó D 1), que media el flujo electrónico entre el aceptor
primario y la plastoquinona, es el primer sitio afectado por la fotoinhibición;
el recambio de esta proteína permite una recuperación rápida del estado
fotoinhibido, a menos que haya ocurrido la fotooxidación de algún otro
componente. La fotorreŝpiración puede ser un mecanismo para contrarres-
tar la fotoinhibición, manteniendo el transporte electrónico entre los siste-
mas y permitiendo así la generación de energía para la fijación del C02 (Gantt,
1990).
La fotoihibición parece ser responsable, en parte, de la disminución
del crecimiento en cultivos de Spirulina, no sólo en condiciones de laboratorio,
sino también en cultivos a gran escala, causando pérdidas hasta de un 30%
de la productividad (Vonshak y Guy, 1988).
La fotoinactivación se relaciona más bien con lá actividad de la
RuBisCo, enzima clave en la fotoaútotrofia, inactivada fundamentalmente
por longitudes de onda correspondientes a la región del azul. El hecho de que
este enzima sea sensible a distintas especies reactivas del oxigeno, inclu-
yendo el peróxido de hidróg+eno y, posiblemente, los superóxidos es de gran
significado para los efectos de las altas intensidades de luz en cultivos a gran
escala (Richmond, 1986b). La fotoinactivación también puede involucrar al
enzima nitrato reductasa (NR); sin embargo, su actividad puede ser reactivada
a partir de la forma inactiva mediante la luz, por lo que se introduce el término
fotorreactivación (Senger, 1984).
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En presencia de luz azul se alcanzan altos valores de proteína por
célula. Se sabe que en estas condiciones el contenido de aminoácidos y
proteínas de la biomasa algal es mayor que en luz blanca, y que, de forma
general, la luz azul (400-525 nm) tiende a incrementar el contenido proteico,
con un efecto positivo sobre la formación de serina y alanina, además de los
ácidos aspártico, glutámico, málico y fumárico (Kowallik, 1987). La luz azul
induce un incremento de la carboxilación del fosfoenol piruvato (PEP) con el
aumento consecuente de la producción de oxalacetato. Este incremento de la
disponiblidad de sustratos para el ciclo de Krebs acelera la síntesis de
aminoácidos y proteínas, lo que conlleva a un incremento de sus niveles
celulares (Voskresenskaya, 1972; Senger y Bauer, 1987; Falkowsky y La
Roche, 1991). Por otra parte, estimula la asimilación de nitrógeno inorgánico
(Aparicio et al., 1976), aumenta la respiración y con ello la síntesis de novo de
enzimas catalizadoras de rutas limitantes relacionadas con la respiración y
la fotosíntesis (Ruyters, 1984); aumenta la síntesis de ácidos nucleicos y,
consecuentemente, la velocidad de división celular (Wallen y Geen, 1971).
A1 igual que la luz azul, la luz verde incrementa la síntesis de proteínas
(Wallen y Geen, 1971); por otra parte, Sánchez-Saavedra y Voltolina (1996)
obtuvo una concentración proteica mayor con luz verde-azul que con la luz
blanca. Sin embargo, el crecimiento es menor en este intervalo de longitudes
de onda, dé aquí qué la concentraçión de proteínas por célula sea aún mayor
que en luz azul. Existen evidencias a favor de una dependencia de la
concentración proteica con la longitud de onda, que es máxima entre 370 y
460 nm (Kowallick y Schúrman, 1984), lo cual no entra en contradicción los
resultados obtenidos. Por otra parte, se ha propuesto que la síntesis de
clorofilas, biliproteínas y proteínas totales está controlada por el fitocromo y
un fotorreceptor de luz verde en algas nitrógeno-deficientes (López-Figueroa,
1993).
Excepto para las cianobacterias y las algas rojas, existen escasos
estudios sobre los efectos de la luz verde en algas. Se sabe que pulsos cortos ^
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de luz a una longitud de onda de 550 nm activan la germinación de los quistes
de Scrippsiella írocoidea (Klein, 1992). Recientemente, se ha demostrado que
la luz verde a muy bajas intensidades (0.5 µmol m-2 s-1) es mucho más efectiva
que la luz roja o la azul sobre el crecimiento de algunas algas rojas (Leukart
y Lúnning, 1994); sin embargo, para las células de D. salina dentro del
intervalo de niveles de irradiancia espectral ensayado, la luz verde es la
menos efectiva en cuanto al crecimiento, alcanzándose densidades celula-
res y tasas de división significativamente inferiores respecto a la luz día. Este
comportamiento es lógico si se tiene en cuenta el patrón de absorción de los
pigmentos fotosintéticos.
La luz roja, con un máximo alrededor de 650 nm (Fig. 11), es práctica-
mente tan efectiva como la azul sobre el crecimiento de las células en cultivo
de D. salina. Sin embargo, al menor nivel de irradiancia ensayado (35 µmol
m-2 s-1) la luz roja resultó ser mucho menos efectiva que el resto de los
intervalos de longitudes de onda. Este comportamiento puede estar relacio-
nado con una fuerte fotodependencia de la asimilación del nitrato en este
intervalo del espectro.
López-Figueroa (1993) encontró que la asimilación de nitrato está
afectada por la longitud de onda en el alga roja Corallina elongata. Pulsos de luz
roja de 5 min, con una densidad del flujo fotónico (PFD) de 16.5 µmol m-2 s-1
producen un incremento significativo en la actividad de la NR, después de ^
añadir a células nitrato deficientes una concentración de KN03 equivalente ^
a 45 µM; este efecto ha sido encontrado también en Porphyra perforata y Ulva
rigida (López-Figueroa, 1993). Aunque en muchas algas la actividad de la NR
está regulada por fotorreceptores de luz azul (Ninnemann, 1987), en la
mayoría de los casos la estimulación con períodos cortos de luz azul resultan
inefectivos si se comparan con la luz roja; sin embargo, este efecto cambia si
se utiliza la luz continua, en este caso es más efectiva la luz azul, provocando
un incremento significativo en la reducción del nitrato (López-Figueroa,
1993). Un efecto similar se produce sobre la actividad de la GS (glutamina
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sintetasa), que es significativamente mayor en células nitrato deficientes
(López-Figueroa, 1993).
Por otra parte, la luz roja favorece la gluconeogénesis más que la
proteogénesiŝ (Voskresenskaya, 1972; Kowallik y Grotjoham, 1988); el meta-
bolismo del nitrógeno no se ve favorecido y consecuentemente el crecimiento
puede verse algo limitado en este intervalo de longitudes de onda, respecto a
los controles, lo que se verifica con las bajas tasas de crecimiento obtenidas,
y los bajos valores de proteína celular, que fueron significativamente meno-
res respecto a la luz día, la luz azul y la verde.
En condiciones de luz día con rojo lejano el crecimiento se ve afectado
respecto a la luz día, detectándose una disminución de la densidad celular.
Respecto al resto de las longitudes de onda ensayadas, en este intervalo se
obtiene mejor crecimiento que en luz verde y luz roja, posiblemente por el
aporte de la luz día; sin embargo, los valores de capacidad de carga obtenidos
no difieren significativamente de los que se obtienen con luz azul. Por otra
parte, se detectan tasas de crecimiento significativamente superiores a las
alcanzadas en el resto de los intervalos de longitudes de onda ensayados, lo
que indica que el rojo lejano acelera el proceso de división celular pero reduce
la densidad celular máxima. Por otra parte, la fase exponencial de crecimien-
to se alcanza antes que en los controles y la fase lag es más corta (Fig. 13-
17). La exposición continua al rojo lejano podría acelerar el envejecimiento
de los cultivos, lo que explicaría, además, las variaciones en cuanta a la
composición pigmentaria, que se discutirán posteriormente. Estos resulta-
dos coinciden con los obtenidos por Sánchez-Saavedra et al. (1996a) en D.
salina. En estas condiciones se obtienen, además, los valores mínimos de
proteína por célula. En plantas superiores, algunas proteínas son movilizadas
en situaciones de estrés o deficiencia de nutrientes, fenómeno que se ha
propuesto para explicar la continuación de la división celular en microalgas
transferidas a medios carentes de nitrógeno o fósforo.
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Figura 37. Síntesis y fotoconversión del sistema fitocromo. Diagrama modificado a partir
del propuesto por Hall y Rao (1994).
Lipps (1973) estudió la influencia del rojo lejano sobre el crecimiento
de algunas diatomeas y demostró que en este intervalo de longitudes de onda
se reduce significativamente el crecimiento de D. tertiolecta. Después de
investigar los efectos del rojo lejano sobre las microalgas marinas, propone
que el fitocromo ejerce un control sobre el crecimiento.
El fitocromo es un pigmento fotocrómico verde-azul que controla gran
cantidad de procesos metabólicos y de desarrollo en células vegetales. Existe
en dos formas estables interconvertibles: Pr, con un máximo de absorción en
el rojo del espectro (660 nm)^y Pfr, con un máximo en la región del rojo lejano
(730 nm) (Háder y Tevini, 1987). El Pfr se considera la forma activa, ya que
pulsos cortos de luz roja de baja intensidad inducen fotomorfogénesis.
Después de una irradiación con luz roja o blanca existe un equilibrio entre
las dos formas, lo que depende también de la composición espectral de la
fuente de luz (Háder y Tevini, 1987). En la oscuridad, el fitocromo está
presente como un pigmento azul que absorbe luz roja (Pr); si se expone a la luz
roja se convierte en un pigmento verdé-azul que absorbe en el rojo lejano (Pfr).
Una característica del fitocromo es la formación de intermediarios (Is),
durante ambas fotocoriversiones (Rúdiger y Thúmmler, 1994) (Fig. 37). A
diferencia de los pigmentos fotosintéticos el fitocromo no está involucrado en
los procesos de transferencia y almacenamiento de energía. Estructuralmente,
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es un tetrapirrol unido covalentemente a una proteína; la absorción de la luz
provocaría cambios isoméricos en los dobles enlaces, lo que conduciría a
cambios conformacionales de la proteína, resultando en la interconversión
entre las dos formas presentes en el fotoequilibrio (Hall y Rao, 1994).
Se sabe que al incorporar el rojo lejano (FR), la razón R:FR disminuye
drásticamente respecto a la luz día, desde 2.96 a 0.98 (Sánchez-Saavedra et
al., 1996a), por lo que las condiciones espectrales son similares al campo de
luz en el interior de un cultivo denso, donde la luz roja es absorbida por las
clorofilas, además de los fenómenos de dispersión y reflexión. En estas
condiciones la densidad celular disminuye ya que se produce un efecto
similar al del autoensombrecimiento; sin embargo, las tasas de crecimiento,
que debían ser menores en estas condiciones, son significativamente
mayores, lo que demuestra que el metabolismo celular está alterado, exis-
tiendo una compleja respuesta en estas condiciones de iluminación. En D.
salina la relación R:FR podría estar involucrada en la regulación del creci-
miento, a través del sistema fitocromo.
Según Smith (1994), en los sistemas acuáticos, grandes variaciones
de la razón R: FR sólo causan pequeños cambios en el fotoequilibrio del
fitocromo. Sin embargo, López-Figueroa (1992) observó que las razones R:FR;
B:R y G:R, cambian drásticamente en aguas costeras durante el crepúsculo,
sugiriendo que pueden ser señales fotomorfogénicas que controlan la sínte-
sis de pigmentos en ambientes naturales (Rúdiger y López-Figueroa, 1992).
La relación R: FR está íntimamente relacionada con las propiedades espectrales
del fitocromo; éste puede determinarse mediante la relación entre la
irradiancia a 655-665 nm, y la irradiancia a 725-735 nm. Esta razón puede
transformarse en una medida de las proporciones relativas de Pr y Pfr
presentes en el fotoequilibrio (Smith, 1994).
Los resultados obtenidos en luz día con rojo lejano y luz roja, no serían
comparables, teniendo en cuenta que al efecto del rojo lejano se sumarían los
efectos del resto de las longitudes de onda que aporta la luz día; sin embargo,
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en condiciones de luz roja la relación R:FR seria muy alta, lo que provocaría
efectos similares a los que ocurren en un cultivo muy poco denso expuesto a
alta intensidad de luz, donde tiene lugar una fotoinhibición severa.
De forma general, respecto al crecimiento se obtienen mejores
resultados en luz día que en luz día con rojo lejano, y en luz día respecto al resto
de los intervalos de longitud de onda ensayados, siendo la luz verde la menos
efectiva.
Por otra parte, en los cultivos de D. salina lá concentración celular de
clorofila a aumenta proporcionalmente con la concentración de nitrato,
resultados similares a los obtenidos por Ben-Amotz y Avron (1983b); mientras
que la concentración de carotenoides disminuye, independientemente del
nivel de irradiancia y la longitud de onda. Los mayores valores de carotenoides
por célula se alcanzan en los cultivos sin nitrato, mientras que la concentra-
ción de clorofilas fue mayor en los cultivos con 5 y 7.5 mM.
La deficiencia de nitrógeno incrementa la síntesis de materia orgá-
nica carente de este elemento como lipidos y carbohidratos, y la degradación
de compuestos nitrogenados como las clorofilas (Hipkin y Syrett, 1977), por lo
que en estas condiciones se favorece la acumulación de carotenoides. La
limitación por nitrógeno provoca la disminución del contenido celular de
clorofilaŝ y moléculas proteicas del aparato fotosintétiĉo (Prézelin, 1982; Roy,
1988; Falkowski et al., 1989; Sukenik y Wahnon, 1991); dismiriución que se ^
atribuye a la utilización de los complejos pigmento-proteína cuando disminu-
yen las reservas celulares de nitrógeno (Prézelin, 1982). La limitación de
nitrógeno afecta directamente la conversión de energía fotoquímica debido a
una disminución de la síntesis proteica (Geider et al., 1993; Berges et al.,
1996), lo que afecta las proteínas del cloroplasto y, por tanto, involucra los
centros de reacción de los PS I y II (Falkowski et al., 1989; Geider et al., 1993);
por lo que la captación de energía disminuye, como consecuencia de las
pérdidas en el contenido de clorofila a y el incremento de los pigmentos
carotenoides, afectando notablemente la fotosíntesis (Berges et al., 1996).
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Las variaciones en cuanto a la intensidad de la luz, inducen cambios
en la composición, estructura y función del aparato fotosintético. Estos
cambios afectan al tamaño y composición de las clorofilas antenas del PSI y
el PSII, así como a la estequiometría PSII/PSI en la membrana del tilacoide.
Está aceptado como comportamiento general que bajas intensidades de luz
promueven un incremento del tamaño de la clorofila antena en ambos PS,
efecto contrario al que se produce a altas intensidades de luz (Smith et al.,
1990).
La concentración celular de clorofila a mostró una relación inversa
con el nivel de irradiancia espectral, independientemente de la concentra-
ción de nitrato y la longitud de onda (Tabla VI); resultados similares fueron
obtenidos por . Berner et al. (1989) y Sánchez-Saavedra et al. (1996a) en D.
tertiolecta y D. salina, respectivamenté. Se sabe que la respuesta del aparato
fotosintético de D. salina a altas intensidades de luz implica fenómenos
distintos pero interrelacionados. La irradiancia excesiva durante el creci-
miento provoca una disminución del tamaño del PSI, que contiene sólo unas
105 moléculas de clorofila a, lo que sugiere la ausencia selectiva del LHCI
(Light Harvesting Complex). En condiciones normales, el PSI contiene 210
moléculas de clorofilas a+ b(Smith et al., 1990). La respuesta del PSII es
similar; en los controles la forma predominante fue el PSIIa, con más de 250
moléculas de clorofila a+ b, mientras que en. células que crecen a altas
irradiancias esta forma está ausente y sólo hay unos pocos centros del PSIIa,
el cual contiene unas 140 t 10 moléculas de clorofila a+ b, detectándose
solamente unas 60 moléculas de clorofila a(PSIIy). Por tanto, la irradiancia
modula los niveles de LHCI y LHCII presentes en la membrana del tilacoide
(Smith et al., 1990). En condiciones de alta irradiación un alto contenido de
pigmentos antena podría aumentar la disipación no fotoquímica, o bien la
excitación de los centros de reacción, lo que conduciría a la fotoihibición y/
o algún otro fotodaño. La síntesis de más moléculas de clorofilas sería
metabólicamente contraproducente para la célula, por lo que la regulación de
estos procesos por el nivel de irradiancia espectral permite a la célula
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conservar una cantidad significativa de energía para otros procesos celulares
y para minimizar los efectos adverŝos debido a los fenómenos de disipación
y excitación no fotoquímica (Smith et al., 1990). ^
Por otra parte, la eficiencia fotosintética disminuye en los cultivos de
D. bardawil cori el incremento de la irradiancia, así como la máxima velocidad
fotosintética, el rendimiento fotosintético óptimo y el efectivo (Sánchez-
Saavedra et al., 1996b).
En las especies carotenogénicas de Dunaliella hay un patrón general
en cuanto a 1^ variación de la composición pigmentaria con los cambios de
luz, temperatura y salinidad. De forma general, hay un aumento de la clorofila
a con la salinidad y la temperatura, y un descenso con el aumento de la
intensidad de luz (Loeblich, 1982; Ben-Amotz y Avron, 1983b). Por otra parte,
la fotoaclimatación a bajas intensidades de luz implica un incremento
significativo en la concentración de clorofila por célula, puesto que la célula
crecerá lentamente pero el sistema de captura de la luz tiene que ser más
eficiente (Richmond, 1986a), de aquí que según los resultados obtenidos, a 35
µmol m-2 s-1 se alcanzan los mayores valores de clorofila a por célula, teniendo
en cuenta que D. salina necesita para un crecimiento máximo niveles de
irradiancia entre 100-200 µmol m-2 s-1 (Ginzburg, 1987).
. A altas intensidades la fotoaclimatación hace que el crecimiento
celular esté limitado, fundamentalmente, por la tasa de fijación del carbono,
por lo que las células responden desviando su metabolismo, más hacia la
síntesis de RuBisCo u otra enzima de la reacción no fotoquímica que hacia
la producción de clorofilas; como resultado dichas células se caracterizan por
tener menos clorofila por célula, en ocasiones correlacionado con una
disminución del tamaño del cloroplasto. Estas células, por lo general, son
menos sensibles a la fotoihibición a altas intensidades de luz (Lips y Avissar,
1986).
Di5cu5ión
•
La concentración celular de carotenoides aumentó proporcionalmen-
te con el nivel de irradiancia espectral, resultados que coinciden con los
obtenidos por Loeblich (1982) y Ben-Amotz y Avron (1983a) en D. bardawil. Los
organismos acuáticos que provienen de un medio natural en el que está
expuestos a altas intensidades de luz, generalmente contienen menos
clorofila que los organismos que crecen a bajas intensidades de luz; éstos
tienden a absorber un bajo porcentaje de la luz incidente, además, contienen
altas concentraciones de carotenoides, así como enzimas y transportadores
electrónicos involucrados en las reacciones no fotoquímicas de la fotosíntesis
(Philips y Mitsui, 1982). La microalga en estudio (D. salina.) fue aislada de su
medio natural, donde estaba expuesta a altos niveles de irradiancia, salinidad
y temperatura.
Por otra parte, la relación clorofila a: caroterios aumenta
significativamente con la concentración de nitrato y disminuye con el nivel
de irradiancia espectral, lo que refleja una reducción en el LHC (Light
Harvesting Complex) (Sukenik et al., 1987); similar comportamiento fue
descrito por Berner et al. (1989) y Sánchez-Saavedra et al. (1996a) en D.
tertiolecta y D. salina, respectivamente. En condiciones de luz día a 5 mM, los
valores disminuyeron desde 5.5 hasta 1.43 cuando la irradiancia varió desde
35 hasta 150 µmol m-2 s-1(Fig. 17-19); un patrón de comportamiento similar
fue obtenido por Smith et al. (1990) en cultivos de D. salina expuestos a altas
intensidades de luz,^con la consecuente disminución del contenido celular de
clorofilas y el incremento de la relación clorofila: P^oo; siendo ésta última una
medida estadística que refleja el contenido total de clorofilas y de PSI en la
muestra, pero no ofrece información sobre la distribución de clorofilas entre
los dos PS. ^
La estrategia de fotoaclimatación de D. salina, teniendo en cuenta las
variaciones en la composición pigmentaria en relación con la intensidad de
luz, se ajusta al patrón de Chiorella explicado por Soeder y Stenguel (Richmond,
1986a).
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Los efectos de la fotoaclimatación se expresan usualmente en térmi-
nos de composición pigmentaria. La mayoría de las algas utilizan un espectro
de luz limitado, que es el que está disponible en el medio natural (Richardson
et al., 1983). El espectro de acción de . muchas algas verdes ixldica que la
resolución fotosintética es mayor en la región azul del espectro (Richardson
et al., 1983); sin embargo, la concentración celular de clorofilas fue ligera-
mente menor en luz azul que en luz día; estas diferencias aumentan
proporcionalmente con el nivel de irradiancia espectral, siendo el incremen-
to prácticamente el doble en luz azul, donde el efecto de la irradiancia
espectral es mayor.
^ En presencia de luz azul hay un incremento de la asimilación de
nitrato, de la fotorreducción enzimática del nitrato catalizada por la riboflavina
y un aumento de la síntesis de nitrato reductasa (NR) (Ninnemann, 1987). La
fotorregulación de los pigmentos y la síntesis de proteínas se relaciona con el
fotocontrol del metabolismo del nitrógeno (López-Figueroa, 1993). Por otra
parte, en microalgas verdes como Scenedesmus obliquus y Chlorella vulgaris
enzimas de la ruta biosintética de las clorofilas como la ALA sintetasa (Senger
et al., 1980) y ALA dehidratasa (Conradt, 1980), están controladas por un
fotorreceptor de luz azul. Por lo que la intensidad de la luz debe tener un mayor
efecto sobre las células cultivadas en este intervalo de longitudes de onda.
Sin embargo, la concentración de clorofilas fue menor respecto a la luz
día, probablemente por el efecto del +componente W de la fuente de luz azul
utilizada, que es más importante que en la luz día (Fig. 11). La radiación
ultravioleta reduce la fotosíntesis, el crecimiento, la supervivencia, absor-
ción de nutrientes, actividad enzimática, asimilación de nitrógeno y la
concentración de pigmentos fotosintéticos, tiene efectos mutagénicos sobre
el DNA, producé daños a nivel proteico (Van Donk y Hessen, 1996) y afecta la
movilidad y la orientación (Hárder, 1993). Los efectos de la radiación WA
(315-40 nm) aumentan significantivamente con el tiempo de exposición
(Forster y Lŭning, 1996); éste debe tenerse en cuenta considerando que en
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condiciones naturales, particularmente en ambiente acuáticos, la radiación
LJVB es atenuada por la materia orgánica disuelta y que el aporte de la
radiación UVA es mayor en condiciones naturales que en cualquier fuente
de iluminación utilizada a nivel de laboratorio (Forster y Lúning, 1996). La
radiación WA puede causar daños directos sobre la plastoquinona o la
clorofila, e indirectos via generación de oxigeno en singlete (Forster y Liining,
1996). En los sistemas acuáticos la luz ultravioleta puede provocar efectos
negativos sobre la producción primaria (Smith et al., 1992). Las algas
flageladas son más susceptibles que las no flageladas al estrés por luz IJV
(Hárder, 1993).
^ La luz azul, como se explicó anteriormente, es menos efectiva que la
luz día sobre el crecimiento y la síntesis de pigmentos fotosintéticos de
Dunaliella .salina; de forma general, en este intervalo de longitudes de onda
se ve más estimulada la síntesis de carotenoides que la de clorofilas.
En luz verde, la cual tiene un componente azul (Fig. 11), la concentra-
ción de clorofilas fue menor que en luz día, pero mayor que en el resto de las
longitudes de onda. Las diferencias fueron mayores entre las células nitrato
deficientes; mientras que en los cultivos con luz verde en ausencia de nitrato
se alcanzó una concentración celular de clorofilas de 6.51t 0.89 pg cél.-1, en
luz azul, por ejemplo, se alcanzó una concentración de 3.89t 0.89 pg cél.-1; en
células con suficiencia de nitrato ^ los valores fueron de 8.59t 1.15, en luz
verde, frente a 7.14t 3.48 pg cél.-1 en luz azul (Tabla XVIII). En este caso los
resultados podrían estar afectados por la baja densidad celular que se obtiene
en este intervalo de longitudes de onda. No obstante, se ha propuesto que la
síntesis de clorofilas, biliproteínas y proteínas totales están controladas por
fitocromos, específicamente por un fotorreceptor de luz azul y uno de luz verde
en algas deficientes de nitrógeno (Senger y Bauer, 1987), lo cual podría
explicar los resultados obtenidos. Respecto a la concentración de carotenoides,
en luz verde fue menor que en luz azul y luz día; de forma general, en este
intervalo de longitudes de onda se ve favorecida la síntesis de clorofilas. En
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los análisis por cromatografía liquida de alta resolución, se observa un
aumento de la luteína en las células cultivadas en estas condiciones de
iluminación.
Se sabe que la luz verde estimula la carotenogénesis en G^clotella
nana y Dunaliella teriiolecta. (Goodwin, 1980); sin embargo, en Dunaliella
salina, la concentración celular de clorofilas es mayor que la de carotenos en
este intervalo del espectro.
En muchas algas verdes los primeros pasos de la biosíntesis de
clorofilas pueden estar regulados por la luz azul, citándose que en algunas
especies se ha producido un incremento drástico de las clorofilas debido a su
exposición a luz verde-azul de baja intensidad (Senger, 1982; Richardson et
al., 1983), o bien se ha visto estimulada la síntesis de clorofilas y biliproteínas
(Riidiger y López-Figŭeroa, 1992). Se sabe, además, que la luz azul y verde
regulan la síntesis de clorofila a en algas marinas verdes (Senger, 1987).
En luz roja la concentración celular de clorof^la fue mayor que en luz
azul; sin embargo, fue menor que en luz día y en luz verde. La clorofila es el
pigmento mayoritario que absorbe luz roja; sin embargo, esta no puede ser
considerada como un fotorreceptor en el sentido estricto de la palabra. El rojo
estimula la síntesis de clorofilas, mientras que el rojo lejano tiene un efecto
contrario, según experimentos llevados a cabo en Porphyra umbilicalis, .
Corallina elongata, Chondrus crispus, Desmarestia aculeatay Ulva rígida (López-
Figueroa y Niell, 1989; López-Figueroa y Rúdiguer, 1991; Rúdiger y López-
Figueroa, 1992). En general, respecto a los controles, la luz roja es menos
efectiva en lo que a síntesis de clorofila se refiere, lo que puede explicarse
teniendo en cuenta que la luz roja provoca una disminución del contenido
celular de clorofila b, siendo la longitud de onda más efectiva para el aumento
de su concentración en la célula alrededor de los 460 nm (Kowallick y
Schiirman, 1984), la cual está ausente en la fuente de luz roja utilizada (Fig.
11), además, la luz día tiene el aporte del resto de las longitudes de onda donde
absorben las clorofílas y el resto de los pigmentos fotosintéticos.
DiSCUSión
Respecto a la concentración celular de carotenoides, en luz roja fue
inferior comparada con el resto de las longitudes de onda. En general, con luz
roja se ve más favorecida la síntesis de clorofila que la de carotenoides;
resultados similares fueron encontrados en Haematococcus pluvialis por
Kobayashi et al. (1992); éstos pueden explicarse teniendo en cuenta la
función protectora de estos pigmentos. El a-caroteno, que es el carotenoide
mayoritario en D. salina, se acumula en condiciones de estrés y protege a la
célula contra daños por exceso de irradiación, actuando como una pantalla
(Ben-Amotz et al., 1982); en estas condiciones no forma parte del sistema
fotosintético como tal, sino que actúa como un filtro; consecuentemente la
actividad fotosintética de las células disminuye en la región azul del espectro
(Kirk, 1994).
El contenido celular de clorofila a fue menor en luz día enriquecida con
rojo lejano, respecto al resto de los ensayos; consecuentemente, la concen-
tración de carotenoides fue mucho mayor; resultados similares a los obteni-
dos por Sánchez-Saavedra et al. (1996a) en D. salina. Estos resultados eran de
esperar teniendo en cuenta que en Dunaliella ha sido citada la presencia del
fitocromo (Ruyters, 1988), el cual está involucrado en los procesos de adapta-
ción de la maquinaria fotosintética (Kasperbauer y Peaslee, 1973), detectan-^
do de inmediato los cambios en la relación R:FR, para regular, entre otros
procesos, la concentración de clorofilas (Kasperbauer y Peaslee, 1973;
Bradburne et al., 1989) y la carotenogénesis en organismos fotosintético ŝ
(Harding y Shropshire, 1980). ^
La relación R: FR ha sido asociada con la eficiencia fotosintética
(Kasperbauer y Peaslee, 1973); además, es una medida de las proporciones
relativas de Pr y Pfr presentes en el equilibrio, entre los que existe una
relación hiperbólica (Smith, 1994). En D. bardauril la eficiencia fotosintética
disminuye con el incremento de la irradiancia espectral, siendo mayor en luz
día que en luz día enriquecida con rojo lejano en condiciones de baja o media
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irradiancia; sin embargo, es similar para altos niveles de irradiancia (225 y
300 µ mol m-2 s-1) en ambos (Sánchez-Saavedra et al., 1996b).
A los niveles de irradiancia ensayados (35-150 µmol m-2 s-1) Sánchez-
Saavedra et al. (1996b) obtuvo rendimientos cuánticos óptimos similares para
la luz día y la luz día enriquecida cón rojo lejano; mientras que el rendimiento
cuántico efectivo fue mucho menor en luz día con rojo lejano; este comporta-
miento se relaciona con las diferencias obtenidas en cuanto a composición
pigmentaria para ambos casos, referido fundamentalmente a la concentra-
ción de carotenoides. Por otra parte, y teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en referencia a las tasas de crecimiento, se confirma el efecto
fotoprotector de los carotenoides.
La acumulación de carotenoides fue mayor al final de la fase
exponencial (Fig. 19-23), lo que podría estar relacionado con el agotamiento
de los nutrientes. A partir del comienzo de la fase estacionaria las diferencias
entre los valores de carotenoides por célula obtenidos en luz día y luz día con
rojo lejano comienzan a ser significativos, alcanzándose los máximos valores
en este último. La luz ejerce un control sobre la biogénesis de carotenoides
a través de dos mecanismos independientes: una "regulación por empuje"
mediante eI fitocromo, que conduce a un importante aumento de la capacidad
carotenogénica, y una "reguláción por arrrastre" mediante la clorofila, debido
al agotamiento del pool de carotenoides plastidiales para la formación del
complejo clorofila-caroteno-proteína (Malhotra et al., 1982).
El carotenoide mayoritario en la microalga en estudio es el (3-caroteno,
según los resultados obtenidos en los análisis por HPLC, específicamente el
isómero 9-cis; se detecta, además, la presencia del a-caroteno en células
cultivadas en condiciones de luz día a?5 µmol m-2 s-1 con 5 mM. Si bien es el
(3-caroteno el carotenoide de mayor importancia, fundamentalmente por su
función como pro-vitamina A, hay que considerar que el a-caroteno tiene un
50% de actividad (Rodríguez-Amaya, 1989). Por otra parte, la composición
isomérica es importante teniendo en cuenta los beneficios en cuanto a
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biodisponibilidad que implica la presencia de ambos isómeros, aunque se
considera que el todo-trans ^i,a-caroteno tiene mayor actividad como
provitamina A que e19-cis-(i,^3-caroteno^ (Rodriguez-Amaya, 1989).
El a-caroteno es un cetoderivado que se puede acumular en muchas
algas bajo condiciones desfávorables, particularmente en déficit de nitrógeno
(Goodwin, 1980). Un exceso de irradiación conduce también a la acumulación
masiva de este pigmento, como un mecanismo de protección contra daños
fotooxidativos (Ben-Amotz, 1987; Ben-Amotz et al., 1989). El a-caroteno es
precursor de zeaxantina, carotenoide que se detectó en D. salina, la cual tiene
un efecto fotoprotector al disipar el exceso de energía acumulada en forma de
calor dentro de los fotosistemas, debido a un desequilibrio entre la absorción
de la luz y su utilización para la fotosíntesis (Demmig-Adams, 1990). D. salina
acumula grandes cantidades de R-caroteno cuando crece en condiciones de
alta irradiación, temperaturas extremas, alta salinidad y deficiencia de
nitrato (Ben-Amotz et al., 1982). Existen evidencias de que la sobreproducción
a expensas del fitoeno es la mayor causa de la acumulación de a-caroteno en
Dunaliella bardawil (Zamir, 1992). La acumulación de R-caroteno depende de
la cantidad integral de luz a la cual el alga está expuesta durante el ciclo de
división (Ben-Amotz y Avron, 1983), lo que sugiere que la ac ĉión del (3-
caroteno se vincula a la fotoprotección de la célula contra altos niveles de
irradiancia espectral (Ben-Amotz y Avron, 1983a) y explicaría, desde el punto
de vista ecológico, el dominio de las especies carotenogénicas sobre las no
carotenogénicas en la naturaleza (Ben-Amotz y Avron, 1983a).
La microalga en estudio (D. salina) acumula grandes cantidades de (3-
caroteno como respuesta al déficit de nitrato y al aumento de irradiancia
espectral. La luz es el requisito primario para el desarrollo del cloroplasto y la
síntesis de carotenoides (Britton, 1988). Además de su función como pigmentos
accesorios para incrementar el potencial de captura de la luz (Krinsky, 1971),
los carotenoides actúan como protectores celulares (Harding y Shropshire,
1980) contra posibles daños causados por la luz y el oxígeno (fotoprotección)
Cultivo y aplicaciones de D. salina y C. vulgaris en Cuba
sobre la maquinaria fotosintética (Krinsky, 1971). La cinética de inducción
de la síntesis acelerada de ^i-caroteno a altas intensidades de luz ocurre en
dos etapas: inmediatamente después de haber sido expuesta a alta irradia-
ción y al final de la fase exponencial de crecimiento (Zamir, 1992). Sin
embargo, existen otros mecanismos que explican el incremento de los
niveles celulares de (3-caroteno: la velocidad acelerada de biosíntesis debido
al incremento de la actividad o de la síntesis de nouo de enzimas
carotenogénicas, la síntesis continua de ^i-caroteno en células que han
cesado de dividirse, o bien una disminución de su velocidad de degradación
(Zamir; 1992).
La acumulación de ^3-caroteno en D. bardawil está asociada con un
retardo de la división celular (Ben-Amotz y Avron, 1983b). Sin embargo,
aunque, generalmente, los parámetros del ĉrecimiento tienen una relación
inversa con la acumulación de (3-caroteno en D. salina, como puede observar-
se en el efecto de la concentración de nitrato sobre las células en cultivo;
dentro del intervalo de irradiancias ensayado, ésta favorece tanto la acumu-
lación de a-caroteno como la velocidad de crecimiento, por lo que la intensidad
de la luz juega un papel muy importante e independiente en el control de la
acumulación de este pigmento en la microalga en estudio.
La presencia de grandes cantidades de19-cis-^i,p-caroteno indica que,
presumiblemente, la acumulación de este pigmento en la microalga en
estudio debe ser fundamentalmente en forma de glóbúlos en la periferia del
cloroplasto, ya que este isómero contribuye a mantener la estructura oleosa
de los mismos. La distribución del (3-caroteno en forma de glóbulos en la
periferia del cloroplasto indica que no sólo funciona como pigmento accesorio,
sino como una barrera protectora reduciendo la cantidad de luz incidente en
el tilacoide (Borowitzka et al., 1984). La combinación de la estructura oleosa
de19-cis y la cristalina del todo-trans provee a la célula de un mecanismo de
fotoprotección más eficiente (Ben-Amotz et al., 1988a).
Diecusión
•
En condiciones de alta irradiación D. salina acumula además gran
cantidad de luteína (Cowan et al., 1995); sin embargo, en los experimentos
realizados, dentro el intervalo de ñiveles de irradiancia ensayados, ésta no
influye significativamente sobre la relación luteína: clorofila; en este caso,
el efecto de la longitud de onda es mucho más importante.
Por otra parte, de forma general la relación clorofila: clorofila b
disminuye con el aumento de la intensidad de la luz, resultados que coinciden
con las generalizaciones hechas por Kirk (1994a); sin embargo, respecto a la
concentración de nitrato, ésta no se ve afectada significativamente excepto
en condiciones de luz día, donde se obtienen valores mucho menores en los
cultivos establecidos en ausencia o déficit de nitrato.
Respecto a la composición isomérica, la concentración del isómero 9-
cis fue significativamente superior a la del todo-tra»s. De acuerdo con los
resultados obtenidos la concentración de nitrato, el nivel de irradiancia
espectral y la longitud de onda juegan un importante papel en la síntesis del
(3-caroteno, y en especial del isómero 9-cis. La interacción entre los factores
estudiados es evidente tanto para la relación entre los isómeros como para
la relación entre las clorofilas a y b, por lo que funcionaría como un
mecanismo de regulación o ajuste fino dentro de la célula para adaptarse a
las variaciones del entorno. Existen evidencias de que la luz, tanto en plantas
como en algas, induce la formación del 9-cis a-caroteno; las raíces de la
zanahoria, por ejemplo, contienen sólo el isómeró todo-trans; en contraste, los
frutos, hojas y flores contienen ambos isómeros (Ben-Amotz et al., 1988a).
Según los resultados obtenidos, la concentración de 9-cis es proporcio-
nal a la cantidád integral de luz a la cual está expuesta el alga durante el ciclo
de división en el intervalo de irradiancias ensayado; sin embargo, la relación
entre los isómeros no tiene un comportamiento similar en los diferentes
intervalos de longitudes de onda, lo que demuestra la interacción entre los
tres factores estudiados.
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Por otra parte, tanto en luz verde como en luz azul se ve afectada la
concentración del isómero todo-trans, lo que puede deberse a daños por
fotooxidación; sin embargo, e19-cis es más sensible a daños por fotooxidación
que el todo-trans (Jiménez y Pick, 1994), por lo que también puede relacionar-
se con.un efecto fotoprotector a estas longitudes de onda, viéndose estimulada
la formación de 9-cis. La luz es el factor principal que influye en la síntesis del
isómero 9-cis, por lo que la longitud de onda puede tener una función
importante en la estimulación de las reacciones de isomerización a 9-cis;
Ben-Amotz et al. (1988a) sugieren que las reacciones de isomerización que
conllevan a la formación del isómero 9-cis ocurren durante o antes de la
formación del todo-trans fitoeno, es decir, al comienzo de la ruta biosintética
del (i-caroteno.
En luz roja la irradiancia no afecta significativamente a esta relación,
probablemente porque a esta longitud de onda se ve más estimulada la
síntesis de clorofilas, como se explicó anteriormente.
Las longitudes de onda por encima de los 700 nm estimulan la
acumulación de (3-caroteno, tanto de 9-cis como de todo-trans. En condiciones
de rojo lejano se obtienen valores de la relación entre los isómeros mayores
que con luz día, pero menores que con luz azul, éstas diferencias se deben,
fundamentalmente, a que en el rojo lejano la concentración de19-cis aumen-
ta cónsiderablemente respecto a la luz azul. ^
Por otra parte, la relación C:N mostró una correlación negativa con la
concentración de nitrato, lo cual puede ^explicarse teniendo en cuenta que el
efecto más importante de la deficiencia de nitrógeno es la degradación, por
parte de la célula, de macromoléculas nitrogenadas, lo que se traduce en una
disminución sign^cativa del contenido celular de nitrógeno y en una
acumulación de sustancias de reserva como lípidos y carbohidratos (Kaplan
et al., 1986), por lo que la relación C:N aumenta. De aquí que la concentración
celular de proteínas tenga una relación proporcional con la concentración de
nitrato, al igual que la concentración celular de clorofila a, mientras que la
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concentración de carotenoides por célula tiene una correlación negativa con
este factor.
De forma general, los cultivos de microalgas limitados por nutrientes
experimentan cambios predecibles en cuanto a su composición bioquímica,
por lo qué la relación entre varios componentes celulares se han propuesto
para estimar el estado, desde el punto de vista nutricional, de las poblaciones
microalgales (Healey, 1975; Ganf et al., 1986). En condiciones de estrés D.
salina reduce su velocidad de crecimiento, la tasa de fijación de carbono,
acumula grandes cantidades de carotenos y se estimula el metabolismo del
ácido abcísico (ABA). Estas respuestas son claros mecanismos de regulación
que permiten al organismo tolerar dichas condiciones (Cowan et al., 1992).
La deficiencia de nitrógeno promueve en cultivos de D. salina, dentro
de la radiación fotosintéticamente activa y a longitudes de onda mayores de
700 nm, la disminución de la tasa de crecimiento, la concentración celular
de proteínas y clorofilas, y el aumento de la concentración celular de
carotenoides, respuestas todas esperadas bajo limitación de nutrientes; es
decir, un aumento de la sustancias de reserva y una movilización de las
fuentes de nitrógeno endógenas como la RuBisCO y los LHC (Light Harvesting
Complex) .
Por otra parte, la relación C: N aumenta proporcionalmente con el
nivel de irradiancia ^espectral dentro del intervalo ensayado (35-75 µmol m-
2s-1), lo que está relacionado con el aumento de la tasa de fotosíntesis. La
intensidad de la luz influye sobre el patrón de síntesis macromolecular de las
células en cultivo. Los componentes del aparato fotosintético: los complejos
pigmento-proteína, los transportadores de la cadena de transporte electrónico
y las enzimas del ciclo de reducción del carbono, forman parte de la fracción
nitrogenada en algas (Geider y Osborne, 1992). La asimilación del nitrógeno,
por tanto, interacciona fuertemente con la fotosíntesis y la respiración
(Turpin et al., 1988); estas interacciones se producen básicamente a través
de la oxidación del poder reductor fotogenerado, la fijación fotosintética del
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carbono, el suministro de esqueletos carbonados para la biosíntesis de
aminoácidos y la oxidación del poder reductor del ciclo de los ácidos
tricarboxílicos. Proporcional al aumento del nivel de irradiancia espectral hay
un aumento de la concentración celular de proteínas, un aumento de los
carotenoides y una disminución del contenido de clorofila a.
La relación entre el incremento de carbono internb en relación con el
de nitrógeno está claramente afectado por la longitud de onda, resultados que
coinciden con los de López-Figueroa (1993); esta relación fue menor en luz
roja y azul, respecto al rojo lejano. De forma general, la relación C:N está
fuertemente correlacionada con la concentración celular de carotenos y
negativamente correlacionada con la de clorofila a, y por tanto con la relación
clorofila a: carotenos en los cultivos de D. salina; por lo que su variación con
los distintos factores ensayados está muy relacionada con la respuesta del
aparato fotosintético.
Laws y Chalup (1990) explica que la relación C:N está correlacionada
con la tasa de crecimiento; sin embargo, en los cultivos de D. salina
establecidos en luz continua esta relación no presentó una relación lineal
con la tasa de crecimiento y/o la capacidad de carga de los cultivos, lo que
apoyaría la hipótesis de que ^ el nitrógeno no es el único factor que limita el
crecimiento (Laws y Bannister, 1980), existiendo interacción entre los
distintos factores estudiados. ^
El peso seco celular varía en función de la fuente de nitrógeno y la fase
de crecimiento. Aunque no se pueden establecer patrones comunes para las
diferentes especies (Fidalgo, 1995), para la mayoria, éste aumenta con el
tiempo de cultivo, independientemente de la fuente de nitrógeno empleada,
comportamiento que de forma general se observó en todos los cultivos
establecidos en estos experimentos. En los cultivos de D. salina se obtienen
mayores pesos secos en condiciones de ausencia o déficit de nitrato. En D.
tertiolecta y D. primolecta se ha encontrado un aumento significativo del peso
seco con la reducción del contenido de nutrientes en el medio de cultivo
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(Wikfors et al., 1984; Uriarte et al., 1993). Estos resultados están relacionados
con el aumento de la concentración de carotenoides en células nitrato
deficientes.
Los resultados indican que existe una compleja rela ĉión entre los
factores ensayados y la biosíntesis y acumulación de carotenoides; según los^
resultados de los análisis estadísticos ésta no es precisamente una relación
inversa entre la tasa de crecimiento o la capacidad de máxima carga de los
cultivos y la carotenogénesis. Lo que indica que existe activación o inducción
de enzimas o mecanismos de síntesis con la consiguiente acumulación de
carotenoides.
La relación entre fotosíntesis y crecimiento ha sido fijada para
cualquier éspecie en condiciones^ de saturación de nutrientes y crecimiento
continuo; sin embargo, las respuestas puedén variar entre las diferentes
especies (Laws y Bannister, 1980). De forma general, se pueden formular
varias hipótesis para explicar las variaciones en cuanto a la relación entre
estos factores: diferencias en las propiedades de los sistemas de captación de
la luz entre las especies; variaciones en la maquinaria fotosintética que
producen cambios en los requerimientos de luz para la fotosíntesis; diferen-
cias en la relación fotosíntesis: respiración; diferencias en la proporción del
carbono fijado que es excretado y, por último, la influencia de la composición
celular sobre el coeficiente fotosintético (Falkowski y Kiefer, 1985).
Teniendo en cuenta la respuesta del aparato fotosintético de esta
microalga, el análisis espectrofotométrico constituye un método rápido para
determinar el estado nutricional de las células en cultivo, de aquí que en los
cultivos a gran escala la relación clorofila a: carotenos sea un criterio útil
para decidir el momento óptimo para la cosecha, o bien la estrategia más
conveniente para inducir la síntesis de (3-caroteno en D. salina. Esta relación
fue propuesta por Flynn et al. (1992) para caracterizar la situación nutricional
de los cultivos de microalgas.
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El análisis de pigmentos es importante para el control, normalización
y optimización de los cultivos masivos. Su estimación diaria permite una
evaluación rápida y sencilla del estado de las células en cultivo. De forma
general, la variación en cuanto a composición pigmentaria puede ser usada
en la modelización del crecimiento microalgal; no obstante, debido a la
complejidad en la respuesta a los factores que intervienen en el crecimiento
y las diferencias interespecíficas en cuanto a las respuestas a factores
limitantes (Droop, 1983; Laws y Chalup, 1990), la modelización del proceso
seguirá siendo problemática, sobre todo en los procesos productivos a gran
escala.
Aunque es muy importante conocer la fisiología de Dunaliella y los
factores que influyen sobre la carotenogénesis, es necesario dominar desde
el punto de vista ecológico los sistemas de cultivo a cielo abierto, y por tanto,
la ecología de los ecosistemas naturales donde Dunalieila es la especie que
predomina. La microalga en estudio fue aislada del medio natural donde
colonizaba lagunas saladas cuando la evaporación era máxima, por lo que
tolera un amplio rango de temperaturas (18- 32°C) con un crecimiento
aceptable, y una salinidad hasta de132%. En estas condiciones la existencia
de predadores fue casi nula, sin embargo los cultivos estuvieron contamina-
dos con D. viridis, la cual fue fácil de eliminar con el aumento de la salinidad.
En los cultivos a cielo abierto la especie suele coincidir con un ciliado y con
Pseudomonas alcalígenes, pero ambos desaparecen inmediatamente cuando
se induce la carotenogénesis, ya que el shock osmótico sólo lo tolera D. ^
salina. Esta microalga se cultiva normalmente con un 12% de salinidad y en
condiciones de inducción de (i-caroteno, ésta se aumenta hasta e124 ó 32%.
Por la extrema salinidad de los cultivos es fácil el mantenimiento de cultivos
unialgales con esta especie, relativamente libre de competidores, predadores
y patógenos.
La biomasa obtenida se procesaría en una planta piloto para la
extracción del ^i-caroteno, que generalmente, se hace directamente en
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aceite enriquecido con lecitinas; aunque existen otros métodos de extracción
(Ben-Amotz et a1.,1982; Borowitzka et a1.,1984). El diseño de las plantas pilotos
para la e^tplotación comercial de microalgas debe integrar varios procesos
tecnológico; la flexibilidad de éstas no sólo permitirá obtener varios bioproductos
sino procesar al mismo tiempo biomasa de diferentes especies.
^
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6 . - Conc lusiones
^
Conclusiones
1. - La ^biomasa de Chlorella vulgaris tiene un amplio campo de aplicaciones en
la bioindustria, permitiendo la extracción de sustancias de interés quími-
co-farmacéutico e industrial como el extracto hidroalcohólico de
cuproclorofilinas (EHC) con propiedades antisépticas y desinfectantes de
amplio especxro, y el extracto acuoso (EC), que puede ser utilizado como
medio de cultivo para el crecimiento de microorganismos y células
vegetales. La fracción proteica de dicho extracto consiste en tres péptidos
de bajo peso molecular: 12.4, 16.6 y 18.6 kDa, compuestos fundamental-
mente por histidina, ácido aspártico y ácido glutámico, que podrian tener
actividad como reguladores del crecimiento.
2. - La concentración de nitrato, la irradiancia espectral y la longitud de onda
tienen una influencia significativa sobre el crecimiento y la composición
pigmentaria de Dunaliella salina. Existe interacción entre estos tres
factores para la composición isomérica del (3-caroteno, siendo éste el
carotenoide mayoritario con una proporción mayor del isómero 9-cis. Las
mayores concentraciones celulares de (3-caroteno se alcanzan en los
cultivos sin nitrato o con una concentración limitante (0.5 mM), a la mayor
irradiancia ensayada, en luz día con rojo lejano. El rojo lejano (^, > 700 nm)^
estimula la acumulación de R-caroteno en Dunaliella salina, obteniéndose
mayores concentraciones celulares que en luz día y el resto de los
intervalos de longitudes de onda de la región fotosintéticamente activá
(400-?00 nm).
3.-Dentro de la radiación fotosintéticamente activa la luz día es la que
permite mayor acumulación de a-caroteno. Respecto al resto de los
intervalos de longitudes de onda ensayados, la luz azul aumenta la síntesis
y acumulación de (3-caroteno en la célula, pero no favorece la biosíntesis
de a-caroteno, mientras que las luces verde, azul y roja favorecen la
acumulación de luteína, si bien la irradiancia y la concentración de
nitrato inducen un comportamiento similar en cuanto a la acumulación
de (3-caroteno.
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